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La Lipidómica se puede definir como la rama de la Ciencia que se dedica al 
estudio a gran escala de las distintas especies de lípidos existentes en una célula o 
sistema biológico y las vías y redes metabólicas que las relacionan. La investigación en 
Lipidómica implica la identificación y cuantificación del amplio abanico de especies y 
familias de lípidos existentes en la célula y sus interacciones con proteínas, metabolitos 
y, por su puesto, con otros lípidos. Es obvio que la Química Analítica es uno de los 
pilares fundamentales de la Lipidómica, puesto que es la encargada de desarrollar la 
metodología que posibilita la identificación y cuantificación de los lípidos en diferentes 
tejidos biológicos. 
 
La presente tesis tiene como objetivo fundamental el desarrollo de metodología 
analítica para determinar dos tipos de lípidos con diferente interés analítico: lípidos que 
contienen en su estructura un residuo de fosfato de colina y esfingolípidos neutros, entre 
los que se encuentran los glicoesfingolípidos. Además, el objetivo fundamental se 
aborda desde dos perspectivas diferentes, por lo que la tesis está dividida en dos 
secciones: 
 
1. Por un lado se afronta la determinación de fosfolípidos que contienen un resto de 
fosfato de colina en su estructura, entre los cuales la fosfatidilcolina (PC) tiene 
una gran importancia biológica, ya que es uno de los componentes principales de 
las bicapas lipídicas de las membranas celulares. Además, juega un rol 
importante en la digestión (componente mayoritario de la bilis, ayudando a 
emulsionar los lípidos) y en la formación y correcto funcionamiento de los 
neurotransmisores cerebrales. El desarrollo de metodología para el análisis de 
los fosfolípidos citados constituye la primera sección de la tesis. En esta parte, 
la metodología es enzimática y se ha desarrollado fundamentalmente en el 
Grupo de Biosensores Analíticos del Departamento de Química Analítica de la 
Universidad de Zaragoza. Básicamente, se establece una secuencia de reacción 
en la que el lípido es hidrolizado por una enzima fosfolipasa del “tipo D” (PLD) 
dando como producto de la reacción colina, que a su vez se oxida mediante la 
acción de la flavoenzima colina oxidasa (ChOx). La determinación se realiza 
midiendo los cambios en la fluorescencia molecular de esta última enzima 
cuando reacciona con los residuos de colina liberados en el primer paso. Debido 
a que el grupo de investigación carecía de experiencia en el trabajo con lipasas, 
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en un principio se empezó aplicando la metodología a fosfolípidos más sencillos 
(con cadenas alifáticas más cortas) solubles en agua. Los resultados 
correspondientes a la parte del trabajo que se acaba de mencionar se exponen en 
el CAPÍTULO 3. Como se verá a lo largo de la tesis, algunas de las PLDs que 
se van a emplear reaccionan tanto con PC como con esfingomielina (SM), un 
fosfoesfingolípido que también contiene fosfato de colina, por lo que este último 
compuesto supone una posible interferencia en la determinación de PC. La SM 
también está presente en las membranas celulares. Teniendo en cuenta todo lo 
expuesto y con el objetivo de encontrar unas condiciones en las que se pueda 
determinar PC en presencia de SM o incluso cuantificar ambos, en el 
CAPÍTULO 4 se realiza un estudio exhaustivo de las PLDs que pueden llevar a 
cabo la primera reacción de hidrólisis, procedentes de distintos organismos: 
Arachis Hypogaea (PLDAH), Streptomyces Chromofuscus (PLDSC) y 
Streptomyces sp (PLDSP). A partir de las conclusiones obtenidas en este capítulo, 
se aborda la determinación de PC en plasma humano, cuyo estudio se expone en 
el CAPÍTULO 5. 
 
2. En la segunda sección de la tesis se estudiarán los esfingolípidos neutros, 
prestando una especial atención a la SM y a la familia de los glicoesfingolípidos, 
debido a la importancia que tienen los niveles de los mismos en relación a las 
enfermedades de depósito lisosomal (EDL). En estas enfermedades, el fallo en 
ciertas enzimas del metabolismo de los esfingolípidos produce una acumulación 
de los mismos en determinados órganos y fluidos de los individuos aquejados de 
las mismas. El desarrollo de metodología para la determinación de estos 
compuestos en muestras biológicas tiene un elevado interés, puesto que es 
necesario conocer la concentración de los mismos para valorar la evolución de la 
EDL en el paciente, así como su respuesta ante los tratamientos existentes. La 
complejidad de las muestras biológicas hace necesario la utilización de técnicas 
de separación. En este trabajo se explora la cromatografía en capa fina de alta 
eficacia (HPTLC, High-Performance Thin-Layer Chromatography). Sin 
embargo, en esta tesis la anterior técnica se presenta en un marco más amplio, 
como parte de un sistema hifenado AMD-FDIC-MS. Así, las técnicas acopladas 
han sido: 1.) HPTLC desarrollada en gradiente a través del AMD (Automated 
Multiple Development) 2.) Densitometría de barrido 3.) Espectrometría de 
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Masas (MS), con ionización a presión atmosférica (API). A lo largo del 
APARTADO 7.3 se presentan los resultados obtenidos al optimizar el gradiente 
cromatográfico para resolver la mezcla de esfingolípidos estudiada 
(fundamentalmente SM y glicoesfingolípidos). Como respuesta a la mala 
detectabilidad intrínseca que presentan estos compuestos, los APARTADOS 7.4 
y 7.6.1 están dedicados al estudio del sistema de detección más adecuado para 
los analitos. En ellos se presta una especial atención a la detección FDIC 
(Fluorescence Detection by Intensity Changes), explorando el potencial de los 
fluoróforos coralina, berberina y primulina. Como se verá a lo largo del trabajo, 
este último compuesto juega un papel crucial en la hifenación diseñada. Las 
conclusiones obtenidas a partir de todos los apartados mencionados se plasman 
en el APARTADO 7.6, en el que se presenta el sistema hifenado, aplicándolo 
cualitativa y cuantitativamente a los esfingolípidos. Todo el trabajo englobado 
en la segunda parte de la tesis se ha desarrollado fundamentalmente en el Grupo 
de Tecnología Química de la Separación y Detección del Instituto de 
Carboquímica de Zaragoza, perteneciente al Consejo Superior de 
Investigaciones Científicas. 
 
 Cada una de las dos partes presentadas se ha desarrollado dentro de proyectos de 
investigación diferentes:  
 
 La parte llevada a cabo en el Departamento de Química Analítica de la 
Universidad de Zaragoza lo ha hecho en el marco de los proyectos CTQ2012-34774 
“Desarrollo de nanobiosensores ópticos reversibles basados en proteínas 
autoindicadoras. Estudio de su utilización como dispositivos de monitorización 
implantados” y CTQ2008-06751-C02-01 “Desarrollo de estrategias analíticas 
coordinadas basadas en nanobiosensores ópticos autoindicadores (medidas "in situ" e 
"in vivo") y resonancia magnética nuclear (medidas en laboratorio) para la 
determinación simultánea de especies de interés clínico, alimentario y 
medioambiental”.  
 
 La parte desarrollada en el Instituto de Carboquímica de Zaragoza esta 
englobada en el proyecto CTQ2012-35535 “Desarrollo de un sistema de diagnóstico y 
 
PRESENTACIÓN   
 
monitorización del tratamiento de las enfermedades de depósito lisosomal EDL basado 
en separación por desarrollo múltiple automático”.  
 
 Si bien cada una de las dos partes presentadas tienen filosofías de trabajo y 
metodológicas distintas, ambas son complementarias y confluyen en el objetivo final 
del trabajo, centrado en el diseño y desarrollo de métodos de análisis para lípidos que 
presentan elevado interés analítico debido a su importancia en determinadas funciones y 
procesos biológicos.  
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1.1.- PROPIEDADES ÓPTICAS DE LAS PROTEÍNAS EN EL ANÁLISIS DE 
BIOCOMPUESTOS 
 
En el diseño de metodologías para la determinación de biocompuestos que 
poseen interés clínico, medioambiental o industrial (especialmente en la rama de la 
alimentación), la parte fundamental del mismo es la búsqueda y selección de moléculas 
capaces de reaccionar con el analito y generar una señal (óptica en lo que compete al 
trabajo que se presenta). Idealmente, estas moléculas o (bio)compuestos receptores 
deben tener 3 características fundamentales: 
  
1.) Poseer la capacidad de generar una señal en su interacción con el analito 
(capacidad transductora). Dado que la discusión se va a centrar en las propiedades 
ópticas de los compuestos receptores, esto se traduce en una modificación de la 
absorción o fluorescencia de los mismos que tiene lugar en la reacción o evento de 
reconocimiento con el analito. 
 
2.) Que el reconocimiento o interacción con el analito sea específico y se 
produzca en una sola reacción o etapa  
 
3.) Que el compuesto pueda regenerarse tras la determinación (característica 
especialmente importante si se pretende implementar la metodología en el desarrollo de 
un biosensor totalmente autónomo e independiente) 
 
Atendiendo a todo lo expuesto, se van a presentar algunos aspectos sobre dos 
tipos de proteínas con gran potencial como biocompuestos receptores: las proteínas de 
transporte y las enzimas, centrándonos especialmente en estas últimas. 
 
1.1.1.- Posibilidades analíticas de las proteínas de transporte  
 
Las proteínas de trasporte (PT) son biomoléculas que se unen a moléculas de 
reducido tamaño (ligandos) moviéndolas a diferentes localizaciones dentro de los 
organismos vivos. La reacción por la cual se enlazan al ligando es totalmente reversible 
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y suele tener un alto grado de especificidad. Cuando la PT interacciona con el ligando se 
modifica su índice de refracción, masa y propiedades ópticas. No obstante, solo unas 
cuantas, denominadas fotoproteínas [1], presentan propiedades espectroscópicas 
específicas. El resto posee las características espectroscópicas comunes a cualquier 
proteína: absorción molecular UV (debida a los aminoácidos), fluorescencia (originada 
por los grupos triptófano; esto se comentará algo más adelante), absorción IR y Raman. 
Las propiedades espectroscópicas intrínsecas de las PT a veces no ofrecen la suficiente 
sensibilidad para llevar a cabo la determinación, lo que puede solventarse ligando un 
fluoróforo a la proteína. 
 
Una de las familas de PT más estudiada, especialmente para su aplicación en 
sensores, ha sido la formada por las PBPs (periplasmic binding protein) procedentes del 
organismo E. coli. Estas PT presentan un gran potencial en el análisis de carbohidratos 
y aminoácidos. La PBP tiene una conformación abierta en ausencia del ligando, pero 
cuando se une a éste cambia su estructura adquiriendo una conformación cerrada. Esta 
modificación estructural produce una variación en la fluorescencia de la proteína.  
 
Dentro de las PBPs hay dos que han sido ampliamente estudiadas: la que se liga 
a la maltosa (maltose binding protein, MBP) [2] y la que se une a glucosa y galactosa 
(glucose/galactose binding protein, GBP) [3]. Ambas tienen una gran afinidad hacia sus 
ligandos y poseen fluorescencia debida a sus residuos triptófano, que cambia 
ligeramente cuando se unen a los mismos (en la GBP aumenta y en la MBP disminuye). 
Uno de los puntos débiles de estas PBPs es precisamente la baja fluorescencia intrínseca 
que presentan. Por otra parte, la emisión se produce en la zona UV, potencialmente 
afectada por interferencias espectrales. Para solventar estos problemas, se suele optar 
por enlazar fluoróforos a la PBP, de tal manera que la fluorescencia de los mismos 
cambia tras la unión de la PT con el ligando. En esta línea se han usado dos métodos 
principalmente:  
 
1.- Utilizar ESFs (environmentally sensitive fluorophore). Estos fluoróforos 
se enlazan en zonas de la PBP en las cuales se producen cambios conformacionales 
importantes tras la unión con el ligando (analito). Puesto que el fluoróforo debe 
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estar situado en regiones específicas de la proteína, a menudo es necesario preparar 
versiones mutadas o modificadas de las PT en las que se sustituyen determinados 
aminoácidos por cisteína, que posee grupos –SH en los cuales se enlaza el 
fluoróforo. Estos grupos, que no poseen la MBP ni la GBP de forma endógena, 
proporcionan selectividad y permiten controlar la zona en la que se va a ligar el 
fluoróforo. Uno de los trabajos más interesantes sobre enzimas mutadas es el del 
grupo de investigación de Hellinga [4], que utiliza varias PBPs con diversas 
estructuras conocidas en combinación con 8 fluoróforos diferentes. Introducen 
cisteínas en determinadas posiciones seleccionadas y estudian el comportamiento de 
cada fluoróforo. A pesar de que es difícil predecir como va a afectar el entorno a la 
fluorescencia del fluoróforo, nuestro grupo de investigación ha publicado 
recientemente un modelo que aborda esta cuestión [5].  
 
2.- Metodología basada en FRET (fluorescence resonance energy transfer). 
Este fenómeno tiene lugar entre dos fluoróforos, situados en diferentes zonas de la 
PT. Existen tres alternativas:  
 
 - La primera es unir a la PBP dos proteínas fluorescentes mutadas que 
emiten en la zona verde del espectro y presentan efecto FRET. Los primeros 
estudios utilizaban proteínas que emitían en la zona verde y amarilla del espectro 
visible [6], si bien más adelante se han utilizado otras que presentan 
fluorescencia en distintas zonas del visible. 
 
 - En segundo lugar, existe la posibilidad de utilizar dos fluoróforos en 
lugar de dos proteínas fluorescentes. El problema de esta opción es conseguir 
que a cada PT se una respectivamente una molécula de cada fluoróforo, 
afrontado de diferentes maneras [7; 8]. 
 
 - Por último, se ha explorado la opción de utilizar dos moléculas del 
mismo fluoróforo capaces de formar excímeros. La formación de estos puede 
producir desactivación (“quenching”) de la fluorescencia del monómero. En 
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algunos casos pueden aparecer niveles energéticos nuevos que dan lugar a 
bandas adicionales de fluorescencia. Dattelbaum et al. han trabajado siguiendo 
esta filosofía, anclando dos tetrametilrodaminas a una GBP mutada (con 
cisteínas) [9]. 
  
Hasta ahora sólo se ha hablado de las MBP. No obstante, existe una amplia 
variedad de PTs. Entre todas ellas, también merece la pena destacar la concavalina A 
(ConA), una lectina (proteínas de transporte de carbohidratos) con gran afinidad hacia la 
glucosa. Es evidente que el gran interés que despierta esta PT proviene de su ligando, un 
analito muy importante en el campo de la medicina. El principal problema y diferencia 
de la ConA respecto a la GBP es que la primera no experimenta cambios 
conformacionales cuando se une a la glucosa. Así, para obtener una señal analítica, se 
han empleado métodos similares al inmunoensayo competitivo, no obstante son 
totalmente reversibles. La idea es que la glucosa compita con otra molécula 
(generalmente derivados con residuos de manosa, hacia los cuales la ConA también 
muestra afinidad). Tanto la PT como el compuesto que compite se modifican 
químicamente con fluoróforos, de tal modo que se puede seguir el proceso por FRET. 
En cuanto a los ensayos competitivos, una de las alternativas más empleadas ha sido la 
propuesta por Schultz [10], que utiliza dextrano como compuesto competitivo.  
 
La gran desventaja de las PTs reside en la complejidad de las estrategias que se 
precisan seguir para lograr la selectividad, sensibilidad y el rango lineal adecuados, 
además de para introducir los residuos de cisteína necesarios para efectuar las 
modificaciones químicas con fluoróforos. Estas estrategias suelen estar basadas en la 
preparación de versiones mutadas de la PT. Las PTs mutantes también son necesarias 
para poder trabajar con ciertos ligandos, para los cuales la proteína original no tiene 
sitio de unión específico o tiene una afinidad bastante baja hacia el mismo. 
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sustrato + NAD producto + NADH 
enzima 
deshidrogenasa 
1.1.2.- Métodos de análisis enzimáticos. Fluorescencia de las flavoenzimas 
 
Son muchos los métodos analíticos que se pueden encontrar en los que se 
combinan fluorescencia y enzimas debido fundamentalmente a la alta sensibilidad y 
selectividad que aportan. 
 
Además de la metodología basada en la fluorescencia de las flavoenzimas, que 
se discutirá algo más adelante, existen otras alternativas aplicadas al diseño de métodos 
enzimáticos fluorimétricos que se exponen a continuación. 
 
Para el análisis de enzimas, existe una amplia variedad de sustratos sintéticos 
que liberan un residuo o resto fluorescente en la reacción enzimática. Un gran número 
de estas moléculas son productos comerciales que pueden adquirirse, estando 
perfectamente descritas y catalogadas [11]. Atendiendo a la región del espectro en la 
que emiten los fluoróforos empleados en la síntesis de los sustratos sintéticos, estos se 
pueden dividir en tres tipos: los que emiten en la “zona azul” del espectro visible 
(derivados de cumarina y naftaleno), los que presentan emisión en la “zona verde” 
(derivados de fluoresceína y rodamina) y los que presentan fluorescencia en la “zona 
roja” del visible (fundamentalmente derivados de la resorufina, muy empleada en la 
determinación de enzimas glucosidasas).  
 
Salvo algunas excepciones (entre las que se incluyen ciertas flavoenzimas) es 
poco frecuente que sustratos o cofactores implicados en las reacciones enzimáticas 
presenten fluorescencia que pueda ser aprovechada analíticamente. Uno de estos casos 
es el de enzimas deshidrogenasas, donde el NADH (forma reducida del nicotinamida 
adenina dinucleótido), muestra absorción a 340 nm y fluorescencia a 450 nm. Un 
pequeño esquema de este tipo de reacciones se muestra a continuación: 
 
 
Este tipo de procesos puede ser aplicado tanto a la determinación del sustrato o 
del producto, como a la de la enzima. Algunos de los sustratos determinados mediante 
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sustrato + O2 producto + H2O2 
enzima 
oxidasa 
este proceso son etanol [12], lactato, fenilalanina, glutamato y glicerol. Debido al bajo 
coeficiente de absortividad molar y al reducido rendimiento cuántico del NADH (que 
dan lugar a métodos con una sensibilidad media-baja), la aplicación de un método 
enzimático fluorimétrico basado en el mismo es compleja en la gran mayoría de 
muestras. También hay que tener en cuenta las potenciales interferencias que puede 
haber en las mismas en la zona del visible en la que emite el NADH. Para solucionar 
estos problemas hay ciertas estrategias, entre las que destacan: a.) sustituir el NADH por 
especies semejantes a la coenzima con las mismas propiedades redox pero mejores 
propiedades fluorescentes b.) utilizar reacciones que impliquen al NADH y a otro 
compuesto fluorescente. En la primera estrategia citada, uno de los compuestos 
propuestos es el 3-acetilpiridina-adenina-dinucleotido, con λexc = 410 nm y λem = 490 
nm [13]. Referente a la segunda, Sharma et al. proponen someter al NADH a una 
reacción con tiamina (λexc = 590 nm y λem = 620 nm), que experimenta una disminución 
o desactivación de su fluorescencia (“quenching”) en la reacción con el cofactor [14]. 
 
Existen otros métodos basados en acoplar la reacción enzimática con otra 
reacción indicadora de forma que se produzcan cambios en la fluorescencia de algún 
reactivo o producto. Tal es el caso de procesos enzimáticos en los que están 
involucradas enzimas oxidasas, cuyo esquema es el siguiente: 
 
  
 
En estos procesos es posible hacer reaccionar el peróxido de hidrógeno que se 
forma en la reacción del analito (sustrato) con un compuesto cuya forma oxidada o 
reducida presenta fluorescencia. Esta última reacción suele estar catalizada por la 
enzima peroxidasa. Algunos de los analitos determinados con sistemas basados en esta 
filosofía son: glucosa, etanol, galactosa, colesterol [15] y determinados aminoácidos. 
También existen diseños que aprovechan el efecto de desactivación (“quenching”) que 
el oxígeno produce en la emisión de determinados fluoróforos [16; 17]. 
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En muchas reacciones enzimáticas se produce un cambio de pH que también 
puede ser aprovechado analíticamente, ya que ciertos fluoróforos experimentan cambios 
en su fluorescencia si se modifica el pH del medio. Esto puede dar lugar a filosofías de 
trabajo interesantes [18]. 
 
Cuando el análisis del compuesto no puede desarrollarse con ninguno de los 
métodos comentados hasta ahora, es necesario buscar una secuencia de reacciones, 
usualmente enzimáticas, en las que se genere una especie con propiedades 
fluorescentes. La secuencia puede ser sencilla [19], estando formada por una sola 
reacción, o más compleja, involucrando varios procesos [20; 21]. Algunos ejemplos de 
enzimas y sustratos que requieren más de una reacción para su determinación son: α-
amilasa (4 reacciones), acetilcolina, alanina, fenilalanina, fructosa y sacarosa. Si bien en 
muchos casos la filosofía de la secuencia propuesta es sintetizar un compuesto 
fluorescente específico [22], en otros se busca la formación de una molécula con grupos 
amino, tiol, alcohol o carborxílicos, que son susceptibles de reaccionar con agentes 
derivatizantes comerciales que originan moléculas fluorescentes [23; 24]. 
 
Todas las metodologías comentadas presentan una serie de inconvenientes. El 
primero es la complejidad, que viene dada fundamentalmente por la combinación de 
varias reacciones en el análisis y que en la práctica dificultaría su desarrollo. Por otra 
parte, la mayoría de los métodos presentados son irreversibles (una excepción es el 
basado en NADH), lo que dificulta su adaptación en el desarrollo de sensores, una 
futura aplicación de nuestro trabajo. Una tercera desventaja reside en la pérdida parcial 
del carácter selectivo inherente a las determinaciones enzimáticas, puesto que, si bien 
el proceso enzimático “principal” si que es específico, las posteriores reacciones 
necesarias para la detección no lo son, lo que imposibilita el desarrollo de 
determinaciones simultáneas de varios analitos. Otra de las desventajas esta relacionada 
con el tratamiento de muestra: las metodologías citadas se valen de las propiedades 
fluorescentes de compuestos que emiten en la región visible, zona del espectro en la que 
absorben o emiten las matrices de muchas muestras biológicas, por lo que es necesario 
eliminar las posibles interferencias de la muestra, a menudo a costa de realizar 
complejos procesos de tratamiento. 
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Etanol + NAD Etanal + NADH 
alcohol 
deshidrogenasa  
Como alternativa a los métodos presentados, el grupo de investigación lleva 
varios años desarrollando, entre otras, metodologías basadas en la propia fluorescencia 
(fluorescencia intrínseca) de las enzimas. 
 
Todas las proteínas, incluidas las enzimas, muestran propiedades fluorescentes 
en la región UV del espectro (de 200 a 400 nm) debido a la presencia en su estructura, 
en mayor o menor proporción, de tres aminoácidos aromáticos: fenilalanina (Phe), 
tirosina (Tyr) y triptófano (Trp). El espectro de una enzima que contiene estos tres 
aminoácidos no corresponde a la suma aritmética de las contribuciones de cada uno de 
ellos. Esto es debido a que la fluorescencia de la Phe desaparece casi por completo y la 
de la Tyr se ve parcialmente anulada, hechos motivados por un fenómeno de 
desactivación por transferencia de energía que el Trp provoca sobre ellos. Todo esto 
conduce a la presencia, en la mayoría de las enzimas, de dos bandas de excitación (en 
torno a 220 y 280 nm) y una de emisión (a 340 nm) que se pueden atribuir 
prácticamente en su totalidad al Trp. La longitud de onda de emisión puede variar entre 
300 y 360 nm, dependiendo del número de Trp que posea la proteína [25] y del entorno. 
 
El potencial analítico de la fluorescencia intrínseca de las enzimas 
deshidrogenasas ha sido estudiado por el grupo de investigación. La determinación de 
etanol utilizando la reacción del analito con alcohol deshidrogenasa en presencia de 
NAD como cofactor fue abordada [26], desarrollando con éxito un modelo matemático 
que describe el sistema. El análisis del alcohol se basa en la variación de la 
fluorescencia de la enzima (λexc = 278 nm; λem = 330 nm) en el proceso. Esta variación 
esta originada por los diferentes efectos de filtro interno que experimenta la 
fluorescencia de la enzima en presencia de NAD y NADH. El esquema de la reacción es 
el siguiente: 
 
 
 
Tanto el NAD como el NADH muestran un máximo de absorción cercano al de 
excitación de la enzima, pero solo el NADH presenta absorción a 330 nm, precisamente 
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la zona a la que emite la alcohol deshidrogenasa, lo que origina el efecto de filtro 
interno citado cuando se adiciona el sustrato y comienza la reacción, observándose una 
disminución en la fluorescencia que se aprovecha con fines analíticos. Se han 
desarrollado metodologías similares para la determinación de lactato y piruvato basadas 
en la reacción catalizada con lactato deshidrogenasa [27; 28]. También se ha publicado 
un trabajo en el que se muestra la posibilidad de determinar propanol y butanol 
simultáneamente en mezclas binarias [29]. Una de las limitaciones de los métodos 
basados en enzimas deshidrogenasas reside en las interferencias de la muestra, en 
concreto las debidas a efectos de filtro interno originados por especies presentes en la 
matriz sobre la fluorescencia de la enzima. Este efecto comienza a ser relevante cuando 
la absorbancia de la muestra toma valores mayores que 1,6 lo que hace necesario llevar 
a cabo tratamientos de muestra. 
 
 Otra alternativa interesante es la utilización de enzimas oxidasas. En ellas la 
variación de fluorescencia no esta originada por un efecto de filtro interno del NADH, 
por lo que desaparece la problemática originada por matrices que presentan absorción, 
susceptibles de originar filtro interno en la fluorescencia de la enzima. Existen trabajos 
en los que se ha determinado lactato y bilirrubina utilizando la fluorescencia intrínseca 
de las enzimas lactato oxidasa y bilirrubina oxidasa [30]. La fluorescencia de ambas 
disminuye en el transcurso de la reacción con el analito, hecho que ha sido modelado 
con éxito y utilizado para el análisis de los analitos en muestras reales. 
 
 Algunas enzimas poseen un cofactor que esta ligado a las mismas y es necesario 
para que se produzca la reacción. Su gran interés radica en que las propiedades 
espectroscópicas del cofactor cambian a lo largo de la reacción enzimática, lo que 
supone una gran ventaja ya que se convierten en autoindicadoras: no hay que añadir más 
reactivos para que en el transcurso de la reacción se produzca una señal analítica. De 
ellas, un grupo muy interesante es el constituido por las flavoenzimas, un tipo de 
enzimas oxidasas que contienen FlavínAdenínDinucleótido (FAD) como grupo 
prostético. La estructura de la forma oxidada de este cofactor puede verse en la Figura 
1.1. Esta coenzima se puede encontrar en tres formas redox (oxidada, reducida y 
semiquinónica) [31] y cada una de ellas puede presentar varias formas ácido base, 
dependiendo del pH del medio [32]. En la forma reducida, FADH2, hay dos hidrógenos 
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unidos a los nitrógenos 1 y 5 (destacados en la Figura 1.1). Además de la emisión 
originada por los grupos triptófano, las flavoenzimas presentan fluorescencia en la 
región visible (excitando a 400 nm y emitiendo a 520 nm) debida al FAD. Esta 
fluorescencia se reduce dramáticamente cuando el cofactor pasa a su forma reducida, 
FADH2. En todo caso, la fluorescencia existente en la zona del visible está muy 
atenuada por los aminoácidos adyacentes, por lo que, en comparación con la que se 
observa en la región UV, es necesario elevar mucho la concentración de enzima para 
poder detectarla.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.1. Estructura de la forma oxidada de la molécula de FAD. 
 
Las flavoenzimas catalizan reacciones de oxidación de acuerdo con el siguiente 
mecanismo en cuatro pasos: 
 
 
 
 
 
 
 
k1 
Enzima.FAD Enzima.FADH2.P 
Enzima.FADH2 Enzima.FADH2O2 
k2 
k3 
k4 P 
O2 
H2O2 
S 
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k3 
Enzima.FAD Enzima.FADH2 
k1 
S 
H2O2 O2 
P 
donde S es el sustrato y P es el producto. k1, k2, k3 y k4 son las constantes cinéticas de 
cada una de las etapas. 
 
En la mayoría de las flavoenzimas, las especies Enzima.FADH2.P y 
Enzima.FAD.H2O2 están presentes en muy baja concentración por lo que se puede 
simplificar a un proceso en dos pasos (mecanismo ping-pong) como sigue: 
 
 
 
 
 Como se puede ver en el anterior esquema, durante la reacción, el sustrato 
reduce al cofactor a FADH2 y el O2 lo vuelve a regenerar a FAD. Este hecho hace que, 
en el transcurso del proceso enzimático, se puedan observar cambios en la fluorescencia 
de la enzima. Por una parte, se modifica en la zona ultravioleta, a las longitudes de onda 
del triptófano, debido a las diferencias en el proceso de transferencia de energía que se 
produce desde el triptófano hacia la forma oxidada o reducida del FAD. Por otra parte, 
se pueden observar variaciones en la fluorescencia del FAD a lo largo de la reacción, si 
bien para percibirlas la concentración de la enzima debe ser alta, lo que puede dar lugar 
a fenómenos de autoabsorción, que originan señales anómalas difíciles de modelar y un 
rango de respuesta lineal mucho más pequeño. Es necesario indicar aquí la existencia de 
trabajos relacionados con apoenzimas (flavoenzimas a las que se ha quitado el grupo 
FAD), como el de D´Auria et al. [33]. Este autor propone un método para la 
determinación de glucosa basado en las variaciones que se producen en la fluorescencia 
de la enzima apoglucosa oxidasa (apoGOx), que atribuye a modificaciones en la 
fluorescencia del aminoácido triptófano que tienen lugar en el transcurso de la reacción. 
Sin embargo, los resultados de nuestro grupo de investigación contradicen dicha 
afirmación. 
 
Respecto al fenómeno de transferencia de energía, se produce por el 
solapamiento existente entre el espectro de emisión del triptófano y el de absorción del 
FAD y FADH2. Como la forma reducida del cofactor absorbe menos que la oxidada, la 
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transferencia de energía disminuye, lo que se traduce en un aumento de la fluorescencia 
del triptófano. Esto justifica las variaciones observadas en la fluorescencia de la enzima 
durante la reacción. 
 
Estos cambios en la fluorescencia de las flavoenzimas pueden servir para 
determinar la concentración del sustrato, tal y como muestran Trettnak y Wolfbeis [34] 
en un trabajo en el que desarrollan un biosensor basado en la fluorescencia intrínseca de 
la enzima glucosa oxidasa (GOx). Nuestro grupo de investigación también ha seguido 
una línea de trabajo basada en la determinación de analitos a través de las 
modificaciones en la fluorescencia de las flavoenzimas, tal y como se muestra en 
numerosos estudios publicados [35; 36; 37; 38; 39], en los cuales además se proponen 
modelos matemáticos que relacionan las variaciones en la emisión fluorescente y la 
concentración de analito. Estos modelos han sido utilizados por otros autores, como De 
Luca et al. en su determinación enzimática de glucosa [40]. El grupo también ha 
explorado la posibilidad de trabajar con enzimas químicamente modificadas con 
fluoróforos [36; 38; 41; 42; 43; 44; 45], que emiten en la zona del visible. Los espectros 
de la flavoenzima y del fluoróforo que se pretende ligar deben solaparse para que la 
modificación tenga éxito. Algunos de los compuestos que cumplen esta condición son: 
hidroxicumarina, IAEDANS, fluoresceína, pireno, Texas Red y Cy5. La gran mayoría 
de agentes derivatizantes suelen ligarse a las aminas primarias de los aminoácidos 
arginina, lisina, glutamina y asparagina de las enzimas (generalmente a través de grupos 
n-succinimida, que dan lugar a compuestos estables) o a los grupos tiol, que sólo se 
encuentra en posición terminal en el aminoácido cisteína.  
 
El uso de la fluorescencia extrínseca de la enzima constituye una ventaja 
importante ya que, en la mayoría de las muestras, un gran número de elementos de la 
matriz absorben en la zona UV, siendo interferencias potenciales. Por otra parte, 
posibles aplicaciones futuras orientadas al diseño de un sensor basado en la 
fluorescencia intrínseca de la enzima serían realmente complicadas, debido a que 
prácticamente cualquier matriz sólida en la que se pretenda inmovilizar la enzima 
absorbe en la zona UV. Del mismo modo que sucede con la fluorescencia intrínseca 
(originada fundamentalmente por el triptófano), las variaciones de fluorescencia 
observadas en enzimas modificadas responden a las diferencias en el proceso de 
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transferencia de energía que tiene lugar desde el fluoróforo hacia las diferentes formas 
redox del FAD. Así, los cambios de fluorescencia observados durante la reacción son 
similares a los que se producen en el triptófano. 
 
A lo largo de sus estudios con flavoenzimas, el grupo se ha encontrado con dos 
tipos de situaciones: 
 
Tipo A 
 
La reacción de regeneración del cofactor es más rápida que la de reducción 
(k1<<k3). Esto ocurre para enzimas en las que la Constante de Michaelis, KM, es alta. En 
este caso, después de la adición del analito, el FAD se convierte en FADH2 pero como 
la velocidad a la que se oxida (regenera) es mucho mayor, no se observa cambio en la 
fluorescencia. Sólo cuando la reacción se ha llevado a cabo en tal extensión que se agota 
el oxígeno presente en la disolución se acumula FADH2 (puesto que no se puede 
regenerar: sin O2 no puede volver a oxidarse) y se observa el aumento en la 
fluorescencia. Para una concentración dada de enzima, esta situación se alcanza 
elevando la concentración de sustrato. El perfil de este tipo de reacción se muestra en la 
Figura 1.2.I. En ella se ha representado la intensidad de fluorescencia frente al tiempo, 
y se han marcado tres zonas. La primera de ellas, “A”, corresponde a la disolución de 
flavoenzima antes de iniciarse el proceso. La segunda zona, “B”, comienza cuando se 
adiciona el analito. Justo después del inicio de la reacción, de acuerdo con los valores de 
las constantes de velocidad, el proceso de regeneración de la enzima (oxidación) se está 
produciendo a mayor velocidad que el de reducción, por eso la fluorescencia no 
aumenta. Llega un momento en que todo el oxígeno presente en la disolución se ha 
consumido, por lo que, aunque k3 es mayor que k1, el proceso de oxidación de la enzima 
ya no puede producirse, lo que supone un aumento en la intensidad de fluorescencia 
hasta llegar a un máximo (final de la zona “B”), que indica que la enzima se encuentra 
en su forma reducida, Enzima.FADH2 (zona “C”). Tras todo esto, el analito se va 
consumiendo poco a poco, a la vez que el oxígeno ambiental pasa a la disolución, 
permitiendo a la enzima volver a oxidarse lentamente, pasando a su forma 
Enzima.FAD. Esto último, que se puede ver en la Figura 1.2.II. (zona marcada como 
“D”), se traduce en un descenso en la intensidad de fluorescencia hasta un valor 
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ligeramente inferior, por el efecto de la dilución, al que tenía antes de adicionar el 
analito. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.2. Variación en la intensidad de fluorescencia de la enzima cuando k1<<k3. La primera 
gráfica (I) muestra una ampliación del registro que comprende la evolución de la señal en el intervalo de 
tiempo que transcurre hasta que se  produce la reducción de la enzima. En la segunda (II) se puede ver el 
proceso global, incluida la difusión de oxígeno ambiental a la disolución y la reoxidación de la enzima. 
 
Para este tipo de enzimas, la señal máxima no depende de la concentración de 
sustrato. Las variables o parámetros que dependen de esta última son: 
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 a.) tiempo que transcurre desde que se añade el analito hasta que la enzima 
alcanza su intensidad máxima  
b.) tiempo necesario para que la enzima se regenere por completo  
c.) área encerrada bajo el registro obtenido.  
 
La enzima glucosa oxidasa (GOx) manifiesta, en su reacción con glucosa, el 
comportamiento descrito en los últimos párrafos, por lo que es posible determinar este 
monosacárido midiendo la fluorescencia de dicha enzima, ya sea a las longitudes de 
onda del triptófano [37] (fluorescencia intrínseca) o de un fluoróforo [38] previamente 
ligado a la misma (fluorescencia extrínseca). También se ha explorado la posibilidad de 
inmovilizar la enzima en láminas que sirven como base para la construcción de sensores 
[45; 46; 47].  
 
El grupo de investigación ha desarrollado un modelo matemático que explica la 
señal descrita y relaciona la concentración de glucosa con el tiempo que transcurre hasta 
que la enzima alcanza su intensidad máxima, tanto para el caso general (a) como para 
concentraciones altas de glucosa (b) [35; 37; 38]: 
 
[ ]
[ ]
[ ] [ ]
[ ]
[ ] [ ]
0
a
1,GOx 20 0 0
2 0
a
1,GOx 0 0
Glucosa1t ln (a)
k GOx Glucosa O
O 1t (b)
k GOx Glucosa
⎛ ⎞= ⎜ ⎟⎜ ⎟−⎝ ⎠
= ×
 
 
En las anteriores ecuaciones ta es el tiempo que transcurre desde que se adiciona 
el analito hasta que la intensidad de fluorescencia alcanza un valor igual al 10 % del 
máximo observado cuando la enzima esta reducida. k1,GOx es la constante cinética del 
proceso. [GOx]0, [Glucosa]0 y [O2]0 son las concentraciones iniciales de enzima, 
glucosa y oxígeno presentes en la disolución, respectivamente. 
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Tipo B 
 
En este caso, la reacción de reducción es mas rápida que la de regeneración del 
cofactor (k1>>k3). Esto ocurre para enzimas en las que KM es pequeña. En esta situación 
el perfil de reacción responde al gráfico mostrado en la Figura 1.3, que recoge la 
evolución de la intensidad de fluorescencia de la enzima a lo largo del proceso que 
cataliza. En la figura se pueden apreciar tres zonas. La primera de ellas, “A”, 
corresponde a la disolución de la enzima antes de iniciarse la reacción. La zona “B” 
comienza con la adición del sustrato a la anterior disolución. En ese momento se pone 
en marcha el proceso enzimático y, según los valores de las constantes de velocidad que 
rigen la reacción, la reducción de la enzima se produce a mayor velocidad que el 
proceso de regeneración de la misma (oxidación). Esto se traduce en que, al añadir el 
analito, la intensidad de fluorescencia se incrementa rápidamente debido a la reducción 
prácticamente inmediata del cofactor FAD a FADH2. Así, la intensidad alcanza un 
máximo en el que se mantiene hasta que se consume la totalidad del sustrato, momento 
en el cual el oxígeno presente en la disolución regenera a la enzima, obteniéndose de 
nuevo la forma en la que el grupo prostético esta en su forma oxidada, FAD. La zona 
“C” refleja esta última etapa, en la que se observa una disminución progresiva en la 
fluorescencia hasta llegar a un valor ligeramente inferior al del inicio del proceso, 
debido al efecto de dilución que se produce al añadir un volumen determinado de la 
disolución de sustrato. 
 
En este tipo de reacciones el valor de intensidad máxima que se alcanza y, por lo 
tanto, la variación de fluorescencia observada entre la forma oxidada y reducida de la 
enzima es directamente proporcional a la concentración de sustrato. Otras variables 
relacionadas con la concentración de analito son el área encerrada bajo el registro y el 
tiempo que transcurre hasta que la enzima se regenera (vuelve a su forma oxidada) por 
completo. Estas últimas también se incrementan cuando la concentración de sustrato 
aumenta. Las enzimas colesterol oxidasa (COx) y colina oxidasa (ChOx) responden al 
perfil que se acaba de describir, por lo que es posible determinar colesterol y colina 
midiendo la fluorescencia de dichas enzimas, ya sea a las longitudes de onda del 
triptófano o de un fluoróforo previamente ligado a las mismas [36; 44]. 
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Figura 1.3. Variación en la intensidad de fluorescencia de la enzima cuando k1>>k3.  
 
Del mismo modo que para la GOx, el grupo de investigación ha desarrollado un 
modelo matemático para ChOx que explica la señal descrita y relaciona la 
concentración de colina con la máxima intensidad de fluorescencia que se alcanza 
durante el proceso (a) o con el área encerrada bajo la gráfica que se obtiene al 
representar fluorescencia frente a tiempo en el transcurso de la reacción (b). La última 
ecuación presentada (c), es un caso particular de (a) y se aplica en situaciones en las que 
la concentración de colina es baja. 
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En las anteriores ecuaciones I0 e Imax son la intensidad de fluorescencia inicial 
(antes de comenzar el proceso enzimático, correspondiente a forma oxidada de la 
enzima) y la intensidad máxima que se alcanza durante el mismo (forma reducida de la 
enzima), respectivamente. Krd y Kox son las constantes de fluorescencia de las formas 
reducida y oxidada de la enzima. En la segunda ecuación, S es el área existente bajo la 
curva obtenida. Por último, k1,ChOx, k2,ChOx y k3,ChOx son las constantes cinéticas del 
proceso.  
 
Basándose en la fluorescencia de las flavoenzimas, el grupo de investigación ha 
explorado la determinación simultánea de ciertos analitos. En esta línea, existe un 
trabajo en el que se expone la metodología necesaria para el análisis simultáneo de 
colina y glucosa, enfocado a la determinación en muestras de plasma de estos 
compuestos [39]. Por otra parte, también se ha profundizado en la utilización de otros 
procesos de medida tales como anisotropía [48] o tiempos de vida de fluorescencia. 
Ambos ofrecen una mayor selectividad en comparación con la fluorescencia 
“tradicional”, además de posibilitar la eliminación de interferencias de filtro interno en 
algunas muestras con matrices biológicas.  
 
La utilización de una metodología enzimática basada en flavoenzimas ofrece dos 
grandes ventajas. La principal es que la propia enzima es el indicador de la reacción que 
cataliza, por lo que no hay que añadir ningún otro reactivo para poder seguir el proceso 
y obtener la señal analítica. Por otra parte, la enzima se regenera durante el proceso de 
medida, lo que constituye otra gran ventaja y ha servido de base para el desarrollo de 
sensores.  
 
El siguiente paso en esta línea de trabajo sería ampliar el número de analitos a 
determinar utilizando esta metodología.  
 
1.2.- BIOCOMPUESTOS QUE CONTIENEN COLINA 
 
Los fosfolípidos son unos compuestos con una gran importancia biológica. En 
los organismos vivos tienen función estructural puesto que son uno de los principales 
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Ácidos grasos 
Fosfato 
Glicerol 
base nitrogenada 
componentes de las bicapas de las membranas celulares. Esta familia de lípidos deriva 
del glicerol o fosfoglicérido: los grupos hidroxilo de los carbonos 1 y 2 están 
esterificados con ácidos grasos y el alcohol restante lo hace con ácido fosfórico para dar 
fosfatidato (diacilglicerol-3-fosfato). El fosfato se une mediante un enlace fosfodiéster a 
otro grupo de átomos, que generalmente contiene nitrógeno (colina, serina o 
etanolamina entre otros). En su estructura química por tanto se puede observar una 
molécula de glicerol, dos ácidos grasos con cadenas hidrocarbonadas R´ y R´´ 
respectivamente, un grupo fosfato y una base nitrogenada. Su fórmula general se 
representa en la Figura 1.4. 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.4. Estructura general de los fosfolípidos 
 
Los fosfolípidos controlan la transferencia de sustancias hacia el interior o 
exterior de la célula. Son anfipáticos, siendo una parte de su estructura soluble en agua 
(cabeza polar hidrofílica) y la otra soluble en lípidos (cola apolar hidrofóbica). Esto 
hace que se organicen formando bicapas en las membranas celulares. 
 
La fosfatidilcolina (PC) y la lisofosfatidilcolina (Lyso-PC) son los fosfolípidos 
mayoritarios en el plasma sanguíneo. De ellos el más abundante es la PC [49; 50; 51], 
que contiene como base nitrogenada el grupo colina [52]. La estructura de la PC se 
muestra en la Figura 1.5. 
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Figura 1.5. Estructura de la fosfatidilcolina (PC) 
 
La PC se caracteriza porque las cadenas hidrocarbonadas están formadas 
mayoritariamente por los ácidos palmítico (16:0) o esteárico (18:0) en la posición C-1 y 
los insaturados de 18 carbonos oleico, linoleico o linolénico en la posición C-2 [53; 54]. 
 
Antes ya se ha mencionado la gran importancia biológica de la PC, componente 
fundamental en la formación de las membranas celulares. Este compuesto también juega 
un rol importante en la digestión, sobre todo en la de los lípidos, pues es uno de los 
componentes fundamentales de la bilis. Esto lo convierte en un compuesto con un papel 
importante en la movilización de lípidos, evitando la acumulación de grasas en el 
sistema cardiovascular. Algunos regímenes de adelgazamiento recomiendan ingerir PC 
para favorecer la movilización de grasas en el organismo y reducir los niveles de 
colesterol y triglicéridos en sangre. La PC también juega un papel muy importante en el 
sistema nervioso, puesto que es el precursor del neurotransmisor acetilcolina. Una 
carencia de PC, se manifiesta en la aparición de problemas hepáticos, en el sistema 
nervioso y en el sistema cardiovascular [55]. En referencia a esto último, la relación 
entre los niveles de PC y de SM en plasma es un indicador de posibles enfermedades 
cardiovasculares [56; 57]. 
 
Todo lo expuesto pone de manifiesto la importancia que tienen el diseño y 
desarrollo de metodología para la determinación de PC en plasma sanguíneo. 
 
Acompañando a la PC en el plasma, existe otro compuesto que contiene fosfato 
de colina. Se trata de la SM. Pertenece al grupo de los esfingolípidos, más 
concretamente a los fosfoesfingolípidos. La base estructural de los esfingolípidos es la 
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Ceramida 
ceramida. Su estructura se puede ver en la Figura 1.6. En el ámbito de esta primera 
parte de la tesis, centrada en la metodología enzimática, lo que hay que remarcar 
especialmente es la presencia del residuo de fosfocolina en la estructura de la SM, que 
es susceptible de ser liberado por determinadas fosfolipasas, lo que convierte a este 
lípido en una potencial interferencia (tal y como se mencionaba en la 
PRESENTACIÓN). 
 
 
 
 
 
Figura 1.6. Estructura de la esfingomielina (SM) 
 
1.3.- ESTRATEGIAS PARA EL ANÁLISIS DE FOSFATIDILCOLINA 
 
Como alternativa a algunas metodologías de análisis de fosfolípidos que 
contienen colina, basadas en TLC (Thin Layer Chromatography) [58], HPLC (High 
Performance Liquid Chromatography) [59], MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser 
Desorption/Ionization Time Of Flight Mass Spectrometry) [60] o LC-MS/MS (Liquid 
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry) [61], algunos autores han explorado y 
desarrollado métodos enzimáticos [50; 62] que constan fundamentalmente de 3 etapas: 
 
1º Liberación del residuo de colina que los fosfolípidos poseen en su estructura 
2º Oxidación de la colina catalizada por la enzima ChOx 
3º Proceso redox que implica al peróxido de hidrógeno generado en la etapa 
anterior, catalizado por la enzima peroxidasa, en la que se produce la oxidación 
de un compuesto determinado, que en la mayoría de las veces se consume dando 
lugar a un cromóforo [50; 62; 63] o fluoróforo [64] que proporciona la señal 
analítica. Existen incluso algunos trabajos en los que se aprovecha la reacción de 
quimiluminiscencia del luminol en contacto con el peróxido de hidrógeno para 
generar la señal analítica [65]. 
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La Figura 1.7 muestra las tres etapas citadas en el análisis de PC. Es de señalar 
que los intentos de determinación de PC basados en esta metodología deben tener en 
cuenta la presencia en las muestras biológicas de SM, que también posee fosfato de 
colina y que podría suponer una interferencia. También hay que destacar que algunos 
trabajos afrontan la determinación de ambos analitos. 
 
Así, para el desarrollo de la primera etapa se pueden seguir dos vías: 
 
a) Algunos trabajos emplean enzimas fosfolipasas del “tipo C” (PLC) para 
liberar residuos de fosfato de colina de la molécula de PC [63; 65]. La vía de 
la izquierda (vía A) de la Figura 1.7 representa esta situación. Para 
completar el primer paso y liberar el resto de colina, se emplea también 
fosfatasa alcalina, una segunda enzima necesaria para obtener el 
aminoalcohol. Estando presente la SM, la selectividad hacia PC se consigue 
gracias a la especificidad de las PLC hacia PC (si se quiere determinar SM, 
se usa esfingomielinasa en vez de PLC, enzima específica que permite 
liberar residuos de fosfato de colina procedentes de SM).  
 
b) En otros estudios [50; 62; 64] la estrategia empleada para liberar 
directamente la molécula de colina del fosfolípido se basa en el uso de 
fosfolipasas del tipo D (PLD). Esta filosofía queda reflejada en la vía de la 
derecha (vía B) de la Figura 1.7. Se puede observar que en el proceso 
catalizado por PLD, el grupo fosfato se queda anclado al resto lipídico y no 
al aminoalcohol por lo que no es necesaria la presencia de fosfatasa alcalina. 
Según la bibliografía, existen PLDs que únicamente reaccionan con PC, 
como la procedente del organismo Streptomyces sp y otras que son capaces 
de hidrolizar PC y SM (como las procedentes de los organismos 
Streptomyces Chromofuscus y Arachis Hypogaea), por lo que los trabajos 
que emplean PLDs consiguen determinar selectivamente PC usando PLDs 
específicas para este fosfolípido (para determinar los dos analitos se 
combinan ambas vías utilizando PLDs “específicas” para PC y 
esfingomielinasa junto con fosfatasa alcalina para la determinación de SM). 
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Figura 1.7. Estrategias enzimáticas seguidas para obtener la señal analítica en el caso del fosfolípido 
PC. a.) Utilización del binomio PLC - fosfatasa alcalina para generar el aminoalcohol. b.) Uso de PLD 
para liberar directamente el residuo de colina. 
 
En los trabajos estudiados, la segunda etapa consiste en la oxidación de la 
colina liberada a partir de los fosfolípidos. En este proceso, catalizado por la enzima 
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ChOx, por cada molécula del aminoalcohol se liberan 2 moléculas de peróxido de 
hidrógeno. 
 
 En la tercera etapa el peróxido de hidrógeno interviene en un proceso redox 
catalizado por la enzima peroxidasa en el que también participa un compuesto 
determinado. Como resultado de esta reacción se genera un cromóforo [50; 62; 63] (es 
el caso de la reacción con 4-aminoantipireno y DAOS: N-Etil-N-(2-hidroxi-3-
sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina) o un fluoróforo (reacción con ácido p-
hidroxifenilacético [64] o con el reactivo 10-acetil-3,7-dihidrofenoxacina conocido 
como Amplex®Red [66]) que son los responsables de la señal analítica. 
  
 Basándose en esta metodología, diversas empresas han desarrollado kits 
comerciales que permiten más de 100 determinaciones [67; 68; 69; 70; 71]. No 
obstante, para obtener una sensibilidad adecuada es necesario llevar a cabo una etapa de 
incubación. 
 
1.4. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS 
 
La PC es un fosfolípido que contiene colina en su estructura, residuo que puede 
ser liberado por la acción de la enzima PLD. Esta colina a su vez puede reaccionar con 
la enzima ChOx. Nuestro grupo de investigación ha utilizado los cambios que se 
producen en la fluorescencia de la ChOx en el transcurso de su reacción con colina para 
llevar a cabo la determinación de esta última. 
 
Por tanto el Objetivo Fundamental de esta parte de la tesis es el desarrollo 
de una metodología que permita la determinación de PC basada en las variaciones 
de fluorescencia de la enzima ChOx en su reacción con los residuos de colina 
liberados en un paso previo de hidrólisis del analito catalizado por la enzima PLD. 
Se tendrá presente la posible presencia de SM en las muestras a analizar, puesto que se 
pretende llevar a cabo la determinación selectiva de PC en presencia de SM. 
 
                                                                                                                 INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 
 25
Frente a los métodos mencionados, la gran ventaja de la metodología basada en 
las premisas citadas reside en que la propia reacción colina – ChOx proporciona una 
señal analítica, evitando posteriores reacciones de derivatización para dar fluoróforos o 
cromóforos. Por otro lado, la ChOx se regenera durante la reacción por lo que podría ser 
la base para el desarrollo de sensores autoindicadores. 
 
Existen tres PLDs que pueden usarse, atendiendo a su disponibilidad comercial. 
Estas proceden de tres organismos distintos: Arachis Hypogaea (PLDAH), Streptomyces 
Chromofuscus (PLDSC) y Streptomyces sp (PLDSP). Entre estas tres enzimas existen 
diferencias en cuanto al pH óptimo de trabajo y especificidad (según la información 
comercial y la bibliografía [72]). Así, tanto PLDAH como PLDSC no son selectivas 
hacia PC, pudiendo reaccionar también con SM. PLDSP muestra especificidad ante PC. 
Respecto a los pHs óptimos de trabajo, la información consultada ofrecía estos valores: 
PLDAH 5,6; PLDSC 8; PLDSP 7. 
 
Teniendo en cuenta la variedad existente entre las PLDs disponibles, el objetivo 
fundamental se puede concretar en otros objetivos más específicos. El primero de ellos 
es desarrollar un estudio exhaustivo de las PLDs que pueden llevar a cabo la primera 
reacción de hidrólisis con el fin de encontrar unas condiciones de reacción y medida 
selectivas hacia PC. Puesto que las reacciones enzimáticas comentadas transcurren en 
medio acuoso y los lípidos no son hidrosolubles, este estudio se ha dividido en dos 
capítulos: en el CAPÍTULO 3 se estudia la enzima PLDAH con un sustrato soluble 
en agua (1,2-dioctanoil-sn-glicero-3-fosfocolina, PCC8). A partir de las conclusiones 
obtenidas en este capítulo, se aborda el estudio de las enzimas PLDs con PC 
(CAPÍTULO 4) estableciendo la mejor metodología de análisis y las características 
analíticas de los métodos desarrollados.  
 
Por último, y tomando como base la información del estudio anterior, se 
acomete la determinación de PC en plasma humano en presencia de SM 
(CAPÍTULO 5) para lo cual será necesario analizar cual es el mejor tratamiento de 
la muestra, especialmente debido a la insolubilidad de PC en agua. 
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2.1.- REACTIVOS Y DISOLUCIONES 
 
A.- Disoluciones acuosas (todas ellas están preparadas con agua Milli-Q). 
 
• Disoluciones amortiguadoras de fosfato 0,1 y 0,01 mol·L-1 preparadas a partir de 
NaH2PO4 y Na2HPO4 sólidos (Sigma S9638 y S9763). Los pHs son 6, 7 y 8.  
• Disoluciones amortiguadoras de carbonato 0,1 y 0,01 mol·L-1 preparadas a partir 
de NaHCO3 y Na2CO3 sólidos (Sigma S5761 y 222321). Los pHs son: 8, 8,5, 9 y 
10. 
• Disolución amortiguadora ácido acético/NaOH 0,1 mol·L-1; pH = 5. NaOH de 
Scharlau, referencia SO0469. Ácido acético de Poch, referencia 568760114. 
• Disolución amortiguadora TRIS/HCl, 0,1 mol·L-1, pH = 8. TRIS: Biorad 161-
0719. HCl: Poch 575283115. 
• Disolución de 1,2-dioctanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (PCC8). Se preparó 
disolviendo 25 mg del fosfolípido en 10 mL de agua ([PCC8] = 4,91·10-3 mol·L-
1). Este compuesto fue suministrado por Avanti Polar Lipids (850315P). Es 
conveniente aclarar que “P” al final de la anterior referencia indica que el 
reactivo fue adquirido en estado sólido, ya que Avantilipids también 
comercializa PCC8 disuelto en cloroformo.  
• Disolución de Colina Oxidasa (ChOx). 100 unidades de la enzima procedente de 
Alcaligenes sp (Sigma C5896), se disuelven en 1 mL de agua (100 U·mL-1) y se 
distribuye en fracciones de 100 μL que son congeladas para su posterior uso. 
Una unidad de colina oxidasa se define como la cantidad de enzima capaz de 
oxidar un μmol de colina por minuto a pH = 8 y 37 ºC, generando dos μmoles 
de H2O2 y un μmol de aldehído betaína. 
• Disoluciones de fosfolipasa tipo D procedente de Arachis Hypogaea (PLDAH), 
Sigma P0515. Se prepararon utilizando distintas disoluciones amortiguadoras de 
fosfato y carbonato. La concentración de PLD variaba entre 140 y 410 U·mL-1. 
Una unidad de PLDAH se define como la cantidad de enzima capaz de hidrolizar 
un μmol de L-α-fosfatidilcolina por hora a pH = 5,6 y 30 ºC. 
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• Disoluciones de fosfolipasa tipo D procedente de los organismos Streptomyces 
Chromofuscus (PLDSC, Biomol BML-SE301) y Streptomyces sp. (PLDSP, 
Biomol BML-SE302). Con excepción de algunos experimentos, como el de la 
influencia de pH en la reacción directa, se prepararon utilizando las disoluciones 
amortiguadoras TRIS/HCl 0,1 mol·L-1 pH = 8 y fosfatos 0,1 mol·L-1 pH = 8. La 
concentración de PLD, U·mL-1, variaba según el experimento. Una unidad de 
PLDSC se define como la cantidad de enzima capaz de hidrolizar un μmol de L-
α-fosfatidilcolina por hora a pH = 8 y 37 ºC. En el caso de la PLDSP, se define 
de la misma manera, pero con pH de reacción 5,5. 
• Disoluciones de cloruro de colina (Sigma C1879).  
 
B.- Disolventes orgánicos 
  
• Diclorometano (Poch, 628410421)  
• Cloroformo (Sigma, C2432) 
• Metanol (Panreac, 221091)  
• Etanol (Panreac, 221086)  
 
C.- Otros reactivos y disoluciones 
 
• CaCl2 (Sigma C3881) 
• Nitrógeno ALPHAGAZ™. Pureza ≥ 99,999 %. Adquirido a Air Liquide 
• Lipoproteínas humanas de baja densidad (Sigma L8292 - 1 VL) y su tampon de 
redisolución (Sigma 78658).   
• Plasma sintético comercial Data – Trol NTM, adquirido a Thermo Scientific, 
referencia TR40001. Cada una de las alícuotas se reconstituye en 5 mL de agua 
Milli-Q. Antes de utilizarse, se debe dejar reposar 30 minutos y luego aplicar 
una agitación suave. 
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• Disoluciones de fosfatidilcolina (Sigma, P3556; pureza ≥ 99 %) y 
esfingomielina (Sigma, S7004; pureza ≥ 97 %) de diversas concentraciones en 
etanol. 
• Disolución 1,97·10-3 mol·L-1 de Bis(2,2´-bipyridin)-4´-metil-4-carboxibypiridin-
rutenio N-succinimidil ester-bis(hexafluorofosfato) (Sigma 96631) en 
dimetilsulfóxido (Panreac 131954). 
 
D.- Muestras biológicas 
 
 Se utilizaron muestras de plasma humano procedentes de individuos sanos. 
Todas ellas procedían del Biobanco de Muestras de Aragón (Hospital Universitario 
Miguel Servet). En todo el trabajo desarrollado con las muestras, se ha contado con el 
permiso del Comité de Bioética de Aragón. 
 
2.2- APARATOS E INSTRUMENTACION 
 
• Luminómetro Perkin Elmer LS 50 B. La fuente de radiación del instrumento es 
una lámpara de xenón pulsada con una potencia equivalente a 20 kW durante 8 
μs. El detector posee dos fotomultiplicadores (de referencia y de muestra) con 
un rango de respuesta entre 200 y 650 nm. Dos monocromadores (de excitación 
y de emisión) de red de difracción holográfica del tipo Monk-Gillieson permiten 
seleccionar la longitud de onda con una precisión de ± 1 nm. El ancho de banda 
espectral de estos monocromadores se puede regular entre 2,5 y 15 nm, para el 
de excitación, y entre 2,5 y 20 nm para el de emisión, ambos en incrementos de 
0,1 nm. El compartimento de medida ofrece la posibilidad de aplicar agitación a 
la disolución de la cubeta. Los datos obtenidos con el software de control del 
luminómetro, FL WinLab de Perkin Elmer, se exportaron a Microsoft Excel y 
OriginPro 8 para su posterior tratamiento.  
• Luminómetro Time Master Photon Technology Internacional (PTI), modelo 
TM2/2003 PTI. La fuente de radiación es una lámpara de arco de xenón con una 
potencia de 75 W modelo A-1010B (alimentación LPS 220B e ignición LPS-
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221B). El detector es un fotomultiplicador analógico/digital (PTI 814). Dos 
monocromadores, del tipo Czerny – Turner, seleccionan las longitudes de onda 
de excitación y emisión, con una precisión de ±1 nm. El ancho de banda 
espectral de ambos monocromadores puede configurarse entre 0 y 25 nm. El 
equipo tiene un sistema magnético en el compartimento de muestras que permite 
la agitación continua de la disolución. Los datos del software de control del 
luminómetro, FelixTM de PTI, se exportaron a Microsoft Excell y OriginPro 8 
para su posterior tratamiento. 
• Espectrofotómetro de red de diodos UV-visible Agilent 8453A, dotado con 
lámparas de deuterio y wolframio como fuentes de radiación. El rango de 
medida es 190-1100 nm. La anchura de rendija es 1 nm. 
• Columna de cromatografía líquida de baja presión de exclusión molecular. 
Consiste en un tubo de vidrio de 13 cm de longitud y 1 cm de diámetro relleno 
de Sephadex G-50 (Sigma, referencia G50150).  
• Bomba peristáltica M312 Miniplus 3 de Gilson.  
• Cubeta de fluorescencia de volumen normal Hellma 101-QS fabricada con 
cuarzo. El paso óptico es 10 mm y el volumen máximo 3,5 mL. 
• Cubeta de fluorescencia de volumen reducido Hellma 109.004F-QS, fabricada 
en cuarzo y con un paso óptico de 10 mm. El volumen máximo para esta cubeta 
es 1,5 mL. 
• Cubeta para medidas de absorción en flujo continuo Hellma 175.000-QS, 
fabricada con cuarzo. El paso óptico es 10 mm y el volumen máximo 750 μL. 
• Potenciómetro Crison pH meter Basic 20. 
• Balanza analítica de precisión AND GR-202 (precisión hasta la centésima de 
miligramo).  
• Agitador orbital analógico Heidolph Rotamax 120. 
• Micropipetas de volumen variable Wilson Pipetman y Socorrex Acura Manual, 
con los siguientes rangos de volumen: 50-200 μL; 200-1000 μL; 10-100 μL y 
100-1000 μL. 
• Baño de ultrasonidos JP Selecta Ultrasons analógico de 2,6 litros de capacidad. 
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• Filtros de nailon Whatman Puradisc, de 25 mm de diámetro y 0,2 μm de tamaño 
de poro. 
 
2.3.- PROCEDIMIENTO OPERATIVO 
 
2.3.1.- Tratamiento de muestra 
 
Tanto en las muestras de plasma sanguíneo como al trabajar con el plasma 
sintético Data – Trol NTM, para alícuotas de 500 μL, este fue el procedimiento aplicado: 
 
 1º Extracción con 4 mL de cloroformo/metanol 2:1. Para favorecer el contacto 
entre fases se agita el vial que contiene la alícuota de muestra y el disolvente de 
extracción durante dos horas en un agitador orbital a 200 rpm. 
 
 2º Separación de las fases. Se añaden 2 mL de agua y otros 2 de metanol, cuyo 
objetivo es favorecer la separación de las fases formadas. A continuación, se centrifuga 
el vial a 5000 rpm durante 10 minutos. Tras esto, pueden diferenciarse tres fases. Se 
toma la fase inferior con una jeringuilla de 1 mL atravesando una capa intermedia de 
proteínas, eliminando previamente la mayor parte de la superior con ayuda de una 
pipeta pasteur.  
 
 3º Se lleva la fase inferior a sequedad con N2. En la mayoría de los experimentos 
realizados, los extractos obtenidos tras el secado se reconstituyen con 500 μL de etanol, 
es decir, se vuelve al mismo volumen de muestra tomado al comenzar el tratamiento. 
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2.3.2.- Modificación química de la ChOx con el derivado de rutenio 
 
Este proceso se lleva a cabo en dos etapas: 
 
a.- Reacción entre el derivado de rutenio y la enzima ChOx 
 
En un vial (I en la Figura 2.1) se adicionan 200 μL de una disolución de ChOx 
de 100 U·mL-1, 100 μL de una disolución 2·10-3 mol·L-1 del modificante químico y 200 
μL de una disolución amortiguadora de carbonatos pH = 8,5. A continuación, se 
introduce un núcleo magnético en el vial y se mantiene la reacción durante dos horas 
con agitación, a temperatura ambiente y en ausencia total de luz. Al comienzo de la 
reacción de modificación de la enzima, la proporción entre el compuesto de rutenio y la 
enzima es 8:1. 
 
b.- Separación de la enzima químicamente modificada  
 
Tras la reacción, es necesario separar la enzima unida al derivado de rutenio del 
exceso de modificante químico, para lo cual se emplea el sistema cromatográfico que 
aparece en la Figura 2.1. 
 
Básicamente, el sistema utilizado consta de: bomba peristáltica (III), columna 
cromatográfica de baja presión de exclusión molecular (IV) y espectrofotómetro (V). La 
fase móvil (II) impulsada a través del sistema es una disolución amortiguadora de 
carbonatos 0,01 mol·L-1, pH = 9. Cabe destacar que, al utilizar como eluyente una 
disolución 0,01 mol·L-1, se podía modificar fácilmente el pH en la reacción directa 
PLDAH – ChOx –PCC8 por medio de otra disolución amortiguadora un orden de 
magnitud más concentrada (0,1 mol·L-1). 
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Figura 2.1. Esquema del sistema cromatográfico empleado para eliminar el exceso de modificante 
químico que no ha reaccionado con la enzima. 
 
Los pasos a seguir en la separación se describen a continuación. En primer lugar, 
se hace circular la fase móvil por el sistema para acondicionar el relleno de la columna 
(Sephadex G-50). En todo momento el caudal fijado es de 1 mL·min-1. Después, se 
introduce la mezcla de reacción (I) en el sistema. Tras pasar por la columna, la enzima 
unida al complejo de rutenio se separa del exceso de modificante químico, ya que este 
último permanece más tiempo en la fase estacionaria debido a su bajo peso molecular. 
Para monitorizar el proceso de separación se registra la absorción a 455 nm, haciendo 
pasar la fase móvil que sale de la columna a través de una cubeta de absorción en flujo 
contínuo (VI). Teniendo en cuenta las distintas retenciones de la enzima modificada y el 
modificante, el primer pico corresponde a la enzima ligada al rutenio (ChOxRu). En el 
preciso instante en que empieza a verse el incremento originado por la primera señal, se 
0
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recoge el líquido que sale del sistema en un vial previamente pesado hasta que finaliza 
el pico. De este modo, tras realizar todo el procedimiento de derivatización y 
separación, por diferencia de masas entre el vial lleno y vacío, se podía calcular la 
concentración de ChOxRu. La enzima marcada se fracciona y congela hasta el momento 
de su utilización. 
 
 La fracción correspondiente a la segunda señal, producida por el exceso de 
modificante, se desecha y, tras su salida de la columna, se permite circular por el 
sistema a la fase móvil para eliminar cualquier resto. Se pueden ver los dos picos 
obtenidos en una separación típica en la Figura 2.2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.2. Variación de la absorbancia a 455 nm durante la separación cromatográfica. 
 
2.3.3.- Reacción enzimática en dos pasos 
 
 Hidrólisis 
 
Se adiciona un volumen de la disolución del lípido (PCC8, PC o SM) o de la 
muestra tratada y reconstituida sobre una disolución de la enzima PLD correspondiente, 
fijando el pH adecuado. Se permite a la reacción transcurrir durante un tiempo 
determinado (tiempo de incubación) a temperatura ambiente (25 ºC) y con agitación 
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continua. En esta primera parte se produce la hidrólisis del analito para liberar residuos 
de colina. 
 
En los ensayos en los que es necesaria la presencia de Ca(II), este se añade antes 
de empezar la incubación y las disoluciones amortiguadoras de pH no están basadas en 
sales de fosfato o carbonato. 
  
 Medida de la colina liberada 
 
En una cubeta de medida se coloca una disolución de ChOx amortiguada al pH 
elegido y se comienza a medir la fluorescencia en función del tiempo [1; 2]. Para la 
enzima sin modificar, se fija la longitud de onda de excitación en 286 nm y la de 
emisión en 336 nm. En la enzima modificada químicamente, las longitudes de onda de 
excitación y emisión seleccionadas son 467 y 618 nm, respectivamente. Una vez que la 
línea base es estable, se añade a la cubeta un volumen de la incubación para que la 
colina formada en la hidrólisis reaccione con la ChOx, registrándose la variación de 
fluorescencia, ya sea de la enzima o del modificante, dependiendo del experimento 
llevado a cabo.  
 
Las concentraciones de enzimas y analito, así como los tiempos, pHs y medios 
de reacción, varían según el tipo de experiencia desarrollada. Las condiciones 
específicas de cada caso están descritas en el apartado correspondiente. 
 
Es importante señalar que, cuando las reacciones de hidrólisis y oxidación 
transcurren a distinto pH (la mayoría de los casos estudiados en esta sección), se utiliza 
una disolución amortiguadora 0,01 mol·L-1 en la primera reacción y 0,1 mol·L-1 en la 
segunda, para que el medio del primer proceso no modifique el pH fijado en la reacción 
final de oxidación. 
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2.3.4.- Reacción enzimática en un paso 
 
En una cubeta de fluorescencia se adicionan tanto la enzima PLD como la ChOx 
(libre o modificada químicamente) en el medio adecuado (pH), así como el catión Ca(II) 
en los casos en los que es necesaria su presencia. Después, se introduce la cubeta en el 
instrumento para iniciar la medida, consistente en recoger la variación de fluorescencia 
con el tiempo a las longitudes de onda del triptófano (λexc = 286 nm y λem = 336 nm) o 
del modificante químico (λexc = 467 nm y λem = 618 nm). Cuando la línea base es 
estable, se adiciona el volumen necesario de la disolución de lípido (PCC8, PC ó SM) o 
de la muestra, registrándose las variaciones en la fluorescencia de la enzima ChOx al 
reaccionar con la colina generada en el proceso de hidrólisis entre la PLD y el lípido. 
 
Del mismo modo que en la reacción en dos pasos, las concentraciones de 
enzimas y analito, así como pHs y medios de reacción, varían según el tipo de 
experimento llevado a cabo. A lo largo de los diferentes apartados se van exponiendo 
las condiciones específicas de cada uno de los ensayos. 
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a.) 
 
 
 
 
 
 
b.) 
 
 
 
 
3.1.- INTRODUCCIÓN 
 
Uno de los principales inconvenientes que se encuentra a la hora de trabajar con 
PC es la insolubilidad que presenta el lípido en agua, que es precisamente el medio en el 
que se trabaja a la hora de realizar las reacciones enzimáticas (ya sea con PLD o ChOx) 
por lo que, para comenzar a estudiar el proceso de hidrólisis catalizado por PLD se 
decidió utilizar 1,2-dioctanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (PCC8), un fosfolípido con la 
misma estructura que la PC, pero con ácidos grasos de cadenas más cortas. Ambas 
estructuras se muestran en la Figura 3.1. La parte a) representa la fosfatidilcolina (ya 
mostrada en el CAPÍTULO 1) y la b) es la PCC8 con dos residuos de ácido graso 
octanoico (8:0) unidos a la base estructural de glicerol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.1. Estructuras de PC (a) y PCC8 (b). 
 
Desde el punto de vista de la investigación, el PCC8 tiene una importancia 
doble. Por una parte, la solubilidad en agua que le confiere la disminución del tamaño 
de las cadenas alquílicas de sus ácidos grasos, lo convierte en el compuesto ideal para 
comenzar a estudiar la reacción de hidrólisis, puesto que, teniendo una estructura 
prácticamente idéntica a la PC, simplifica el sistema de trabajo al permitir el uso del 
medio acuoso en las reacciones enzimáticas. Por otra parte, es una molécula interesante 
porque también posee cierta similitud estructural con un determinado grupo de 
fosfolípidos de cadena corta cuyas funciones biológicas son semejantes a las del factor 
activador de plaquetas (FAP), por lo que las conclusiones obtenidas en esta sección no 
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sólo suponen un avance en el estudio inicial de la hidrólisis y de la familia de las PLD, 
también pueden representar una alternativa a la determinación del FAP y otros 
fosfolípidos de cadena corta relacionados con el mismo y con propiedades biológicas 
idénticas [1; 2]. A continuación se va a realizar una introducción sobre la importancia 
de estos compuestos.  
 
Los lípidos que se acaban de mencionar se engloban dentro del término AGEPC 
(derivado de acetil-gliceril-éter-fosfocolina) [3]. El FAP, 1-O-alquil-2 acetil-sn-glicero-
fosfocolina, es un derivado fosfolipídico involucrado en múltiples procesos patológicos 
tales como la agregación plaquetaria, reacciones inmunoinflamatorias y trastornos 
vasculares. Su estructura se recoge en la Figura 3.2. El compuesto proviene de una 
molécula de glicerol con un enlace éter en el carbono 1 (O-alquil), un residuo acilo en el 
carbono 2 (enlace éster) y un grupo fosfocolina en el carbono 3. Además de la 
diferencia de longitud de las cadenas hidrocarbonadas en las posiciones 1 y 2, es 
evidente que la principal diferencia de este compuesto con respecto a la PC es la 
presencia del enlace éter, que juega un papel importante en la actividad biológica del 
compuesto. La sustitución de este enlace disminuye la citada actividad 
significativamente [4]. Lo mismo ocurre si se incrementa la longitud del grupo acilo. 
 
 
 
 
 
Figura 3.2. Estructura del FAP. 
 
 En el organismo, existen dos rutas mediante las cuales se genera el FAP: la vía 
de remodelación y la síntesis “de novo” [3]. La primera lo hace a partir del compuesto 
1-alquil-2-acil-sn-glicero-3-fosfocolina. La segunda es análoga a la síntesis de PC, 
partiendo de la molécula 1-alquil-2-liso-sn-glicero-3-fosfocolina. La existencia de dos 
vías de síntesis del FAP indica que esta implicado en procesos fisiológicos y 
patológicos en los que es necesario incrementar los niveles del mismo de forma 
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inmediata. Así, la síntesis “de novo” mantiene los niveles fisiológicos del FAP, mientras 
que la vía de la remodelación responde a un estímulo y origina un exceso de FAP 
asociado a condiciones patológicas tales como reacciones inflamatorias y alérgicas. La 
mayoría de los tejidos tienen las enzimas necesarias para la síntesis “de novo” y 
solamente algunas células (plaquetas, células proinflamatorias, linfocitos, células 
epiteliales, neuronas) tienen las que se emplean en la vía de la remodelación. 
 
 Existe una gran cantidad de células, órganos y tejidos que responden al FAP [5]. 
En la mayoría de especies animales, las plaquetas se activan con el citado lípido 
agregándose. Los músculos se contraen en respuesta al FAP. Respecto a la circulación 
sanguínea, el compuesto tiene una acción vasodilatadora, con un marcado efecto 
antihipertensivo. En los pulmones provoca broncoconstricción e hipertensión pulmonar, 
acumulación de plaquetas en los capilares de los alvéolos y un aumento en la resistencia 
pulmonar. En el riñón el FAP produce una disminución del flujo sanguíneo y del 
volumen de orina.  
 
 Así, el FAP es un importante mediador biológico en procesos patológicos, y está  
implicado en un gran número de situaciones fisiopatológicas tales como inflamación 
aguda, shock tóxico, embarazo, reacciones alérgicas agudas y trombosis arterial. Con 
respecto a las enfermedades pulmonares, concretamente en el asma, existe una conexión 
entre el FAP y las reacciones inflamatorias y alérgicas: este compuesto produce 
constricción en los bronquios e hipersensibilidad en los mismos [6]. Respecto al sistema 
cardiovascular, el FAP está relacionado con arritmias y procesos de vasoconstricción y 
vasodilatación. También está asociado a enfermedades vasculares crónicas como la 
arteriosclerosis. No obstante, en relación al sistema cardiovascular, el FAP no sólo está 
implicado en patologías y enfermedades, se cree que también juega un papel importante 
en el mantenimiento de un buen tono vascular. En el sistema nervioso el FAP está 
presente en neuronas [7], tanto en procesos fisiológicos como patológicos. Con respecto 
a procesos de gestación, se ha detectado el lípido en los pulmones del feto y en el 
líquido amniótico, por lo que parece que desempeña un rol importante en las 
alteraciones cardiovasculares que experimenta el niño en el nacimiento. 
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 Antes se ha comentado la existencia de una serie de lípidos (AGEPC) con 
estructura y funciones biológicas similares al FAP. Lo cierto es que el FAP presente en 
el organismo muestra una gran heterogeneidad estructural, es decir, en realidad se trata 
de una familia de compuestos. La longitud y número de insaturaciones de la cadena 
alquílica del enlace éter de la posición 1 puede variar. La longitud del residuo de ácido 
graso de la posición 2 también puede modificarse. Incluso hay compuestos del tipo acil-
FAP, en los que también hay un residuo acilo en la posición 1 [8]. Cualquier 
modificación estructural de las citadas se traduce en una variación de la actividad y 
respuesta biológica del compuesto tipo FAP en el organismo. Por ejemplo, en los 
compuestos con un enlace éster en la posición 1, la actividad disminuye entre 100 y 
1000 veces con respecto a los que tienen el enlace éter [9; 10]. 
 
En cuanto a la PLD escogida, a pesar de tener un pH óptimo distinto al de la 
enzima ChOx, se comenzó a trabajar con PLDAH porque, según la bibliografía e 
información comercial, no era selectiva hacia PC, por lo que podría ser útil para todos 
los fosfolípidos. Además, se trataba de una de las enzimas comerciales más asequibles y 
su proveedor nos garantizaba una disponibilidad inmediata. 
 
Los compuestos AGEPC responden a la actividad de las enzimas fosfolipasas de 
tipo C (liberan residuos de fosfocolina) y PLD. Es por eso que toda la información y 
metodología que se desarrolle en este capítulo con el binomio PCC8 - PLD puede ser de 
gran utilidad en el diseño de metodologías para la determinación del FAP y los 
compuestos relacionados. 
 
El esquema de reacciones que se plantea es el mostrado en la Figura 3.3, en el 
que PCC8 es hidrolizado por la enzima PLD, liberando un resto de colina que puede 
reaccionar con la enzima colina oxidasa. El cambio de fluorescencia que se produce en 
esta enzima será el utilizado para el seguimiento de la reacción de hidrólisis.  
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Figura 3.3. Reacciones de hidrólisis del PCC8 (I) y oxidación de la colina (II). 
 
3.2.- DETERMINACIÓN DE PCC8 EN DOS PASOS: FLUORESCENCIA 
INTRÍNSECA  
 
3.2.1.- Estudios previos 
 
a) Reacción ChOx-PCC8 
 
La posibilidad de estudiar una reacción enzimática usando las propiedades 
espectroscópicas de una de las enzimas implicadas, como es el caso de la ChOx, permite 
aprovechar mucho mejor las posibilidades analíticas que los métodos enzimáticos 
ofrecen. Por ello, lo primero que se planteó fue la posibilidad de cuantificar al analito 
PCC8 por la acción directa de la enzima ChOx. 
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Para ello se adicionó PCC8 directamente sobre una cubeta que contenía una 
disolución de ChOx, registrándose la variación de fluorescencia de esta última. Los 
resultados y condiciones se muestran en la Figura 3.4. La parte A de la gráfica recoge 
la señal base de la ChOx, cuando aún no se ha añadido PCC8 y la enzima permanece 
oxidada. Tras realizar la adición del fosfolípido sobre la disolución de ChOx (parte B), 
durante todo el tiempo que se estuvo midiendo, no se observó ninguna variación en la 
intensidad de fluorescencia de la enzima, salvo la generada por la dilución. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 3.4. Test de reacción directa ChOx – PCC8. Condiciones instrumentales: λexc = 286 nm, λem = 
336 nm, ancho de banda espectral = 5 nm para ambos monocromadores. A: disolución de ChOx 
amortiguada a pH = 9. B: adición de PCC8, [ChOx] = 1,42 U·mL-1, [PCC8] = 5,45·10-4 mol·L-1. C: 
adición de colina, [colina] = 1,60·10-5 mol·L-1. 
 
En un principio, se plantearon dos posibles explicaciones para este hecho:  
 
1. La primera de ellas consistía en que la reacción de oxidación se hubiera 
estado produciendo a lo largo de todo el tiempo en el que se había medido (2000 
segundos), permaneciendo la enzima en su forma reducida. Si la concentración de 
analito es muy elevada (como en esta experiencia), la regeneración de la enzima es 
más lenta, es decir, se mantiene más tiempo en su forma reducida, con lo que se 
retrasa el cambio de señal que indica que la enzima vuelve a estar en su forma 
oxidada y que la reacción ha concluido. Sin embargo, si esta hipótesis fuese cierta, 
 
                                          DETERMINACIÓN DE DERIVADOS DE PC SOLUBLES EN AGUA: PCC8 
 53
se podrían buscar unas condiciones de trabajo adecuadas para establecer una 
metodología de determinación válida. 
 
2. La segunda explicación era, sencillamente, que no se hubiese producido 
reacción directa entre el fosfolípido y la colina oxidasa o que fuese tan lenta que 
no se pudiese observar variación en la fluorescencia de la ChOx. En este caso sería 
necesario el uso de la enzima PLD para liberar el resto de colina y poder 
aprovechar las posibilidades analíticas de un método enzimático basado en la 
ChOx.  
 
Para comprobar qué hipótesis era la correcta, transcurridos 2000 segundos desde 
la adición del fosfolípido, se llevó a cabo una última adición de colina, obteniendo el 
registro de la parte C de la figura, que refleja una reacción típica colina-ChOx. Este 
hecho confirma que la segunda explicación es la correcta, puesto que indica que la 
enzima no ha estado reducida antes de añadir colina, es decir, que no ha estado 
reaccionando con PCC8. En caso contrario, no se habría observado la regeneración de la 
enzima justo después de adicionar colina; la concentración de PCC8 era tan alta que 
hubiese seguido reducida. Por tanto pone de manifiesto la necesidad de usar PLD para 
realizar la hidrólisis. 
 
Existen dos formas de abordar este estudio: 
 
• Reacción directa: En una cubeta se añaden ambas enzimas junto con el 
analito en el medio adecuado y se mide cómo cambia la fluorescencia de 
la ChOx durante la reacción. Ambos procesos enzimáticos (hidrólisis y 
oxidación) transcurren simultáneamente. 
 
• Reacción en dos pasos: En este caso se separan las reacciones 
enzimáticas. Primero se hace reaccionar la PLD con el analito durante un 
intervalo de tiempo (tiempo de incubación). Después, se inyecta una 
alícuota de la incubación en una cubeta que contiene, en el medio 
adecuado, la enzima ChOx, registrando la variación de fluorescencia que 
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se produce en la misma cuando reacciona con la colina liberada en el 
paso previo de hidrólisis.  
 
Si bien el objetivo final es realizar la determinación de forma directa, para estudiar 
el proceso de hidrólisis se optó por el esquema en dos pasos; llevando a cabo las 
reacciones de un modo independiente se pretendía comprender mejor cómo afectan las 
diferentes variables ensayadas al proceso de hidrólisis. El procedimiento experimental 
está descrito en el apartado 2.3.3. 
 
b) Elección de condiciones iniciales 
 
Tras revisar la literatura existente sobre el tema, no se encontró ningún trabajo 
previo que asegurase el funcionamiento de la hidrólisis en la que interviene la enzima y 
analito seleccionados. La información existente sobre la reacción de hidrólisis 
catalizada por PLDAH se limitaba casi exclusivamente al pH óptimo de trabajo de la 
enzima [11; 12] ya que, en la mayoría de trabajos consultados antes de comenzar a 
estudiar la reacción, las enzimas responsables del proceso eran PLDs que procedían de 
otros organismos [13; 14].  
 
Sobre esta pequeña base, se decidió comenzar a estudiar el proceso de hidrólisis 
al pH recomendado en la literatura consultada. Así, se fijo en 5,6 el pH de los primeros 
ensayos que aparecen en este apartado. 
 
Atendiendo a la concentración de PLDAH, la revisión bibliográfica no 
proporcionaba una información demasiado homogénea respecto a este valor. Existen 
metodologías que trabajan con concentraciones bastante bajas de fosfolipasa, del orden 
de 18-30 U·mL-1 [13; 14] y otras en las que la concentración de fosfolipasa es mucho 
mayor, del orden de unas 120 U·mL-1 [15]. A pesar de todo esto, se decidió comenzar a 
trabajar fijando el valor más alto de concentración de fosfolipasa encontrado en la 
bibliografía, puesto que, en estos estudios iniciales, el objetivo fundamental era obtener 
señales que asegurasen el funcionamiento de PLDAH en la reacción de hidrólisis de 
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PCC8. A priori, una alta cantidad de enzima en la reacción parecía asegurar la 
liberación de una concentración de colina lo suficientemente alta como para ser 
detectada mediante el proceso de oxidación con ChOx. Por el mismo motivo, en estos 
estudios previos los tiempos de reacción fueron grandes, mayores que en los trabajos 
consultados. 
 
Las condiciones elegidas se exponen en la Tabla 3.1. 
 
[PLDAH], U·mL-1 122,81 
[PCC8 inicial], mol·L-1 1,47·10-3 
Tiempo incubación, horas 3 
Temperatura, º C 25 
pH  5,6 
Agitación Magnética, constante durante toda la reacción 
 
Tabla 3.1. Resumen de las condiciones empleadas en la reacción de hidrólisis de PCC8 catalizada por 
PLDAH 
 
Se realizaron dos tipos de incubaciones de la reacción de hidrólisis, una de ellas 
en las condiciones descritas en la Tabla 3.1 y otra exactamente igual pero que no 
contenía PCC8. Esta última era el blanco del primer proceso enzimático. Para 
comprobar si la reacción enzimática había funcionado, se adicionó una fracción de 
volumen de cada incubación sobre una disolución de ChOx mientras se seguía a lo largo 
del tiempo la variación en la intensidad de fluorescencia de la flavoenzima en las 
condiciones indicadas en la Tabla 3.2. Los resultados obtenidos se muestran en la 
Figura 3.5 (I). 
 
λexc, nm 286 
λem, nm 336 
Temperatura, º C 25 
Ancho de banda espectral, nm 5 para ambos monocromadores  
 
Tabla 3.2. Parámetros instrumentales empleados en la reacción de oxidación de los restos colina 
liberados tras la hidrólisis. 
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Figura 3.5: 
I.- Registros obtenidos tras la adición de 100 μL de a.) incubación PCC8 – PLD AH  (verde) b.) blanco de 
incubación (rojo) c.) disolución de colina (azul; [colina]0= 1,83·10-5 mol·L-1, tras la adición), sobre 800 
μL de una disolución de ChOx preparada en tampon carbonatos pH = 9 ([ChOx] tras la adición = 1,70 
U·mL-1) 
II.- Detalle de las señales obtenidas en los casos a.) y c.) 
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Tras la adición de la incubación de PCC8 (registro verde), se observó una señal 
del tipo esperado, hecho que indicaba que el aminoalcohol se había liberado tras la 
hidrólisis y que por tanto esta reacción había funcionado en las condiciones fijadas 
inicialmente. El registro rojo, que muestra la variación de señal de ChOx tras la adición 
del blanco de la hidrólisis, indica que no hay ningún tipo de interacción entre las dos 
enzimas. El registro azul refleja la señal obtenida tras la adición de colina sobre una 
disolución de ChOx. Las gráficas IIa y IIc son ampliaciones de las señales anteriores. 
 
En vista de los resultados obtenidos, se pueden hacer tres observaciones 
importantes: 
 
1. La primera y más significativa es que se habían conseguido fijar unas 
condiciones en las que la reacción de hidrólisis funcionaba, hecho que a su vez es 
importante no sólo porque se había comprobado el propio funcionamiento de una 
reacción “desconocida”, sino porque en ausencia de datos previos referentes a la 
reacción PLDAH – PCC8, se habían establecido una condiciones iniciales de 
trabajo perfectamente válidas. 
 
2. La segunda observación se refiere al gran aumento de intensidad de 
fluorescencia de fondo observado al adicionar tanto la incubación como el blanco 
de esta sobre la enzima ChOx. Este hecho tiene una sencilla explicación: al añadir 
sobre la disolución de colina oxidasa una fracción de la reacción de hidrólisis o de 
su blanco, además de la colina liberada en dicha reacción, se está adicionando 
cierta cantidad de PLDAH, que también presenta fluorescencia a las longitudes de 
onda utilizadas para seguir la reacción ChOx – colina. De hecho, tras la adición, la 
concentración de PLDAH en la cubeta de medida era 13,64 U·mL-1. La influencia 
de la fluorescencia de la enzima PLD será tratada mas adelante. 
 
3. La última observación se centra en la extensión en la que se produce la 
reacción PLDAH – PCC8. Aunque el objetivo de estos primeros estudios no era 
cuantificar la colina liberada, se hizo una primera estimación de la concentración 
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del aminoalcohol generada en el proceso de hidrólisis. Para ello, se comparó el 
área de la señal que la colina liberada en la hidrólisis produjo al reaccionar con 
ChOx (señal verde de Figura 3.5) con la obtenida tras la adición de una 
disolución del aminoalcohol sobre ChOx (señal azul de Figura 3.5). Se observó 
que tan solo un 25 % del PCC8 inicial había sido hidrolizado por la PLDAH en las 
condiciones fijadas. 
 
Tras comprobar que la reacción de hidrólisis funciona, los siguientes apartados 
están enfocados al estudio del efecto de diferentes factores en la misma: pH, tiempo de 
incubación y concentración de enzima. 
 
3.2.2.- Influencia del pH 
 
El pH óptimo de trabajo de la reacción de oxidación de la colina ya había sido 
estudiado por el grupo de investigación, encontrándose que dicho pH es 9. Este estudio 
se hizo en un rango de concentraciones de enzima mucho más bajo que el utilizado, por 
lo que se decidió repetirlo fijando la [ChOx] en 1,70 U·mL-1 (valor correspondiente a las 
condiciones de reacción del apartado anterior). 
 
En cuanto a PLDAH, atendiendo a la bibliografía el pH óptimo para esta enzima 
es 5,6.  
 
Por tanto, en los estudios realizados hasta ahora, la hidrólisis de PCC8 y la 
medida de la señal de la ChOx se han llevado a cabo a distintos pHs (5,6 para la primera 
y 9 para la segunda). 
 
Teniendo en cuenta todo lo anterior, se decidió abordar el estudio de la 
influencia del pH en ambas reacciones en el intervalo entre 6 y 9. Se pretendía averiguar 
si existía algún pH de compromiso en el que se pudieran llevar a cabo ambas reacciones 
de forma que no hubiera que cambiar el medio de una reacción a otra. Esto resulta muy 
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interesante si se pretende abordar el estudio de la reacción directa, basada en realizar los 
dos procesos enzimáticos simultáneamente.  
 
a) Reacción colina - ChOx 
 
Se estudió el efecto del pH en la reacción ChOx – colina entre pH = 9 (óptimo 
para ChOx) y pH = 6 (pH muy cercano al óptimo para PLDAH). Los resultados 
obtenidos siguiendo las condiciones expuestas en la Tabla 3.2 se muestran en la Figura 
3.6, donde se puede observar que a pH = 6 (línea azul) la reacción ChOx – colina 
apenas se produce. A medida que se incrementa el pH (líneas verde y roja), la reacción 
de oxidación mejora aumentando la señal (área bajo la misma y diferencia de intensidad 
entre las forma oxidada y reducida de la enzima) y disminuyendo el tiempo de reacción, 
probablemente debido a un aumento en las constantes cinéticas de la enzima, hasta el 
óptimo a pH = 9. Estos resultados están de acuerdo con lo obtenido en el grupo de 
investigación en estudios previos.  
 
Figura 3.6. Influencia del pH en la reacción ChOx – colina. [ChOx] = 1,70 U·mL-1; [colina] = 1,83 
·10-5 mol·L-1; pHs = 6 (azul), 7 (verde) y 9 (rojo). 
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b) Reacción PLDAH – PCC8 
 
Para estudiar la influencia del pH en la reacción PLDAH – PCC8, se realizaron 5 
incubaciones en las condiciones indicadas en la Tabla 3.1, pero cada una se llevó a 
cabo a un pH distinto comprendido entre 6 y 9. Transcurrido el tiempo de incubación, se 
adicionaba una fracción de cada incubación sobre una disolución de ChOx mientras se 
seguía la variación de su intensidad de fluorescencia a lo largo del tiempo a pH = 9.  
 
La cantidad de colina liberada en la reacción de hidrólisis se calculó 
interpolando el área de la señal obtenida en una calibración ChOx - colina. Los 
rendimientos de la reacción de hidrólisis se calcularon de la siguiente forma: 
 
generada en la hidrólisis
inicial
[colina]
% reacción 100
[PCC8]
= ×  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.7. Influencia del pH en la reacción de hidrólisis PLD AH  – PCC8. 
Registros obtenidos tras la adición de 100 μL de las distintas incubaciones sobre 800 μL de una 
disolución de colina oxidasa preparada en tampon carbonatos pH = 9 ([ChOx] tras la adición = 1,70 
U·mL-1). Los pHs estudiados son: 6 (rojo), 7 (verde), 8 (azul), 9 (rosa). Los parámetros instrumentales 
empleados aparecen en la Tabla 3.2. 
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 Tras analizar los registros obtenidos (Figura 3.7), se pudo concluir que apenas 
había diferencias entre las reacciones de hidrólisis que se llevaron a cabo a pHs 6, 7 y 8. 
El cálculo del rendimiento de la reacción confirmó este hecho (Figura 3.8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.8. Rendimientos de la reacción PLDAH  - PCC8 a distintos pHs 
 
Solamente la reacción realizada a pH = 6 parecía funcionar ligeramente mejor, 
ya que había generado aproximadamente un 5 % más de colina a partir de la misma 
cantidad inicial de fosfolípido. El peor rendimiento de reacción se obtuvo para la 
hidrólisis que transcurrió a pH = 9, en la que tan solo el 5 % del PCC8 inicial reaccionó 
liberando colina, un valor sustancialmente bajo si lo comparamos con el 30 % obtenido 
a pH = 6. 
 
La conclusión más importante derivada del estudio de la influencia del pH en la 
reacción PLDAH – PCC8, es que la enzima se puede utilizar en un rango de pH más 
amplio que el recomendado en la bibliografía consultada, funcionando 
satisfactoriamente desde pH 6 hasta 8. Es más, en el anterior rango y como ya se ha 
comentado, no existen diferencias importantes en el rendimiento de la reacción.  
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Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos, tanto para la reacción de 
hidrólisis del fosfolípido, como para la de oxidación de colina, se puede concluir que 
ambas reacciones funcionan correctamente a pHs 7 y 8, siendo cualquiera de estos dos 
valores un buen punto de partida en el estudio de la reacción simultánea PLDAH – ChOx 
– PCC8. 
 
3.2.3.- Predicción matemática y modelo 
 
Antes de efectuar los estudios que se presentan en los dos siguientes apartados, 
se consideró conveniente el desarrollo de un modelo matemático para poder corroborar 
posteriores resultados y predecir el comportamiento de la reacción de hidrólisis al 
modificar diversos parámetros, como por ejemplo la concentración de PLD. 
 
Considerando la hidrólisis de PCC8 como una reacción de primer orden, 
 
PLDPCC8 PA Ch⎯⎯⎯→ +   
la ecuación de velocidad del proceso responde a la siguiente expresión: 
1
d[Ch] k [PLD][PCC8]
dt
=  (1) 
Realizando un balance de materia, la concentración del fosfolípido viene dada por la 
siguiente ecuación: 
0[PCC8] [PCC8] [Ch]= −  (2), 
combinando 1 y 2, obtenemos la ecuación 3: 
 
1 0 1
0
d[Ch] d[Ch]k [PLD]([PCC8] [Ch]) k [PLD]dt
dt ([PCC8] [Ch])
= − → =−  (3) 
Al integrar 3, obtenemos la siguiente expresión: 
0
1 0
0
[PCC8]ln k [PLD] t
[PCC8] [Ch]
=−  (4) 
PA: ácido fosfatídico 
Ch: colina
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Teniendo en cuenta el rendimiento de la reacción (%R), definido de la siguiente manera: 
 
 
la ecuación 4 puede expresarse de la siguiente forma: 
 
 
 La ecuación (6), en la que se ha establecido una relación lineal entre el 
rendimiento de la reacción y los parámetros concentración de fosfolipasa y tiempo, 
indica que el rendimiento de la hidrólisis es directamente proporcional a la 
concentración de fosfolipasa y al tiempo que se permite a la reacción transcurrir (tiempo 
de incubación). A partir de esta expresión se podría calcular la k1 del proceso de 
hidrólisis. 
 
3.2.4.- Influencia del tiempo de incubación en la reacción PLDAH – PCC8 
 
Todos los estudios efectuados hasta este apartado se habían realizado fijando 
tiempos de reacción muy elevados (3 horas), por lo que se consideró necesario 
investigar el efecto del tiempo en el proceso de hidrólisis. Para este propósito, se 
realizaron diversas incubaciones PLDAH – PCC8 en las que los tiempos de incubación 
variaban, manteniendo el resto de condiciones de reacción constantes (Tabla 3.3). 
 
[PLDAH], U·mL-1 124,98 
[PCC8 inicial], mol·L-1 7,69 ·10-4 
Tiempos incubación, minutos 30, 60, 90, 120, 180 y 255 
Temperatura, º C 25 
pH  7 
Agitación Magnética, constante durante toda la reacción 
 
Tabla 3.3. Condiciones de reacción empleadas en el estudio de la influencia del tiempo en la hidrólisis 
de PCC8. 
0
[Ch]%R 100 (5)
[PCC8]
= ⋅
1 0
100 %Rln k [PLD] t (6)
100
−− =
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Para realizar la medida se adicionaba una fracción de cada incubación sobre una 
disolución de ChOx mientras se seguía la variación de su intensidad de fluorescencia a 
lo largo del tiempo, para después determinar la colina liberada según las condiciones de 
medida de la Tabla 3.4. 
 
[ChOx], U·mL-1 1,70 
pH  9; disolución amortiguadora de 
carbonatos 0,1 mol·L-1 
λexc, nm 286 
λem, nm 336 
Temperatura, º C 25 
Ancho de banda espectral, nm 5 para ambos monocromadores (excitación y emisión) 
 
Tabla 3.4. Condiciones y parámetros instrumentales establecidos en la reacción de oxidación de los 
restos colina liberados tras la hidrólisis utilizados en el estudio de la influencia del tiempo y la [PLD AH ] 
en el proceso de hidrólisis. 
 
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.9. En la primera gráfica (I) 
se ha representado el rendimiento de reacción frente al tiempo de incubación. En la 
segunda (II) se ha representado 100 %Rln
100
−−  frente al tiempo de incubación.  
 
La colina generada en la hidrólisis se ha calculado del mismo modo que en el 
apartado 3.2.2, interpolando el área de la señal obtenida en una calibración ChOx - 
colina. 
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Figura 3.9. Rendimientos de la reacción PLDAH – PCC8 variando el tiempo de incubación en la 
hidrólisis. 
 
Se puede observar que el rendimiento de la reacción PLDAH – PCC8 alcanza un 
valor máximo a los 120 minutos (7200 segundos). Tiempos de incubación superiores no 
mejoran el rendimiento del proceso de hidrólisis. Por otra parte, como preveía el modelo 
presentado en el apartado anterior, en el intervalo que va hasta 120 minutos, tanto el 
 
Determinación enzimática de lípidos que contienen un residuo de colina en su estructura  
 66 
rendimiento de incubación como 100 %Rln
100
−−  son directamente proporcionales al 
tiempo de incubación, existiendo una relación lineal entre ambos parámetros. 
 
3.2.5.- Influencia de la concentración de PLDAH 
 
Hasta este apartado, todas las reacciones PLDAH se habían realizado con una 
concentración de enzima aproximada de 125 U·mL-1, logrando, tras dos horas de 
incubación, un rendimiento máximo de reacción del 25 % a pH = 7. Partiendo de la base 
de que un aumento en la concentración de PLD iba a elevar el rendimiento de la 
hidrólisis (expuesta en el modelo), se realizaron diversas incubaciones PLDAH – PCC8 
manteniendo constantes todas las condiciones de reacción menos la concentración de 
fosfolipasa, variable objeto de estudio (Tabla 3.5). Las condiciones que se emplearon 
en la determinación del resto de colina están recogidas en la Tabla 3.4. 
 
[PLDAH], U·mL-1 118,57 – 227,26 – 345,83 
[PCC8 inicial], mol·L-1 7,69·10-4 
Tiempo incubación, minutos 32  
Temperatura, º C 25 
pH  7 
Agitación Magnética, constante durante toda la reacción 
 
Tabla 3.5. Condiciones de reacción empleadas en el estudio de la influencia de la concentración de 
PLDAH   en la hidrólisis de PCC8. 
 
En la Figura 3.10 se ha representado el rendimiento obtenido en la reacción de 
hidrólisis (calculado como en las secciones anteriores) frente a las distintas 
concentraciones de lipasa ensayadas (I) y 100 %Rln
100
−−  frente a la concentración de 
PLD (II). En la Figura 3.10 I se observa cómo al incrementar la concentración de 
enzima aumenta el rendimiento de la reacción, aunque no de una manera que justifique 
un gasto extra de enzima, ya que prácticamente se ha triplicado la concentración de 
PLD pero el rendimiento obtenido no se llega ni a duplicar. 
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Figura 3.10. Influencia de la concentración de PLDAH  en el rendimiento de reacción de la hidrólisis. 
 
Atendiendo a los resultados expuestos, se llegó a la conclusión de que no 
merecía la pena asumir un coste extra de fosfolipasa puesto que la mejora en el 
rendimiento de hidrólisis era muy baja con respecto al aumento en la concentración de 
enzima requerida para obtenerla. 
 
Por otra parte hay que remarcar que, tras observar la Figura 3.10 II, tal y como 
preveía la ecuación 6 del modelo presentado en el apartado 3.2.3, el rendimiento del 
proceso y la concentración de enzima son directamente proporcionales, existiendo una 
relación lineal entre ambos. 
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3.2.6.- Cálculo de la constante de velocidad 
  
 Puesto que las predicciones realizadas con el modelo al final de la sección 3.2.3 
se han ido cumpliendo experimentalmente en los dos últimos apartados, se decidió 
aplicarlo al cálculo de la constante de velocidad (k1) del proceso de hidrólisis. 
  
 Con los datos obtenidos, el cálculo de k1 puede llevarse a cabo de dos modos 
distintos: a partir de los rendimientos obtenidos manteniendo constante la concentración 
de PLD (apartado 3.2.4) y mediante los valores hallados cuando se desarrolla la 
hidrólisis fijando el tiempo de incubación (apartado 3.2.5). En ambos casos se aplica la 
ecuación (6) de la sección 3.2.3: 
 
 
 
 
 En la Figuras 3.9 II y 3.10 II se había representado 100 %Rln
100
−−  frente al 
tiempo de incubación y frente a la concentración de PLD. Como se puede observar, en 
ambos casos los valores se ajustan a una línea recta, cuya ecuación aparece reflejada en 
las figuras. A partir de las pendientes se puede calcular la constante de velocidad, 
obteniendo un valor k1 = 2,94 mol-1·s-1·L con los datos procedentes de experiencias 
desarrolladas fijando una concentración de lipasa constante. Cuando es el tiempo de 
incubación el que permanece invariable, el cálculo de la constante cinética da como 
resultado un valor k1 = 2,35 mol-1·s-1·L, que es coherente con el calculado del modo 
anterior, lo que apoya nuevamente la validez del modelo propuesto. 
 
 La deducción de k1 es importante porque permitiría predecir el comportamiento 
de la enzima en la reacción de un modo teórico, evitando en algunas ocasiones tener que 
realizar estudios experimentales para la optimización de parámetros. Hay que destacar 
que los dos valores de k1 obtenidos están calculados a partir de datos resultantes de 
reacciones PLDAH – PCC8 llevadas a cabo a pH = 7, por lo que cualquier valoración 
1 0
100 %Rln k [PLD] t
100
−− =
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realizada a partir de ella sólo es válida para reacciones de hidrólisis llevadas a cabo a 
ese pH. En la bibliografía consultada, no se encontraron datos sobre la constante que 
pudiesen ser comparados con la calculada experimentalmente en este trabajo. 
 
3.3.- DETERMINACIÓN DIRECTA DE PCC8: MODIFICACIÓN QUÍMICA DE 
LA ENZIMA  
 
Una vez analizados los dos procesos enzimáticos por separado, el siguiente paso 
consistía en realizar ambas reacciones a la vez (según el procedimiento descrito en la 
sección 2.3.4), eliminando la incubación previa que se había estado llevando a cabo 
hasta el momento. 
 
3.3.1.- Consideraciones iniciales sobre la señal 
 
A diferencia de la reacción en dos pasos, la colina no se acumula sino que se va 
formando a medida que el fosfolípido va reaccionando con PLDAH. La señal obtenida, 
por tanto, debe reflejar los dos procesos enzimáticos que tienen lugar a la vez.  
 
La Figura 3.11 muestra una simulación de la señal que se prevé encontrar al 
desarrollar el proceso directo. En la primera zona (zona A), en vez de alcanzar la 
intensidad máxima desde el principio, se espera observar un aumento progresivo debido 
a que se estima una mayor velocidad en el proceso de hidrólisis con respecto a la 
reacción de oxidación de la colina liberada. Por eso, la intensidad de fluorescencia se irá 
incrementando a la vez que la ChOx se va reduciendo mientras reacciona con el residuo 
liberado. Llegará un momento (zona B) en el que se alcance un valor máximo de 
fluorescencia, instante en el cual la colina oxidasa estará en su forma reducida, 
reaccionando con la colina liberada. A partir de ese instante la liberación del 
aminoalcohol en la hidrólisis se hará más lenta, hasta que llegue un punto en el que la 
velocidad del proceso de oxidación sea mayor (zona C). Entonces, la intensidad de 
fluorescencia de la ChOx empezará a disminuir, debido al descenso en la concentración 
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del resto colina, hecho que “libera” a la enzima y permite la regeneración de la misma a 
la forma oxidada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.11. Simulación del perfil de reacción directa PLDAH – PCC8 - ChOx 
 
3.3.2.- pH óptimo de la determinación  
 
Cuando la reacción se lleva a cabo en dos pasos, tanto la hidrólisis como la 
oxidación se pueden realizar fijando el pH óptimo de cada enzima, puesto que ambos 
procesos se llevan a cabo de un modo independiente. A la hora de buscar unas 
condiciones iniciales para llevar a cabo la reacción directa, la primera cuestión 
importante es la elección de un pH de compromiso, ya que ambas reacciones 
transcurrirán simultáneamente. 
 
Los resultados obtenidos al estudiar las dos reacciones enzimáticas por separado, 
sugerían que ambos procesos podrían funcionar simultáneamente fijando un pH 
comprendido entre 7 y 8. En ese estudio se había observado que entre 6 y 8 no había 
demasiada diferencia en el rendimiento de la reacción de hidrólisis, disminuyendo 
considerablemente hacia pH mas básicos. En cuanto a la reacción de oxidación de 
colina, la señal mejoraba a medida que se incrementaba el pH, considerándose 9 como 
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óptimo. Se puede teorizar que el pH de compromiso para realizar la reacción directa es 
8, ya que se obtiene el máximo rendimiento en la hidrólisis y una buena señal en la 
oxidación. Sin embargo hay que considerar también los perfiles de ambas reacciones. A 
continuación se expone la hipótesis inicial que pretende explicar la señal que se va a 
obtener en función de los perfiles de los dos procesos. 
 
La Figura 3.12 I recoge una simulación de los perfiles de las reacciones de 
hidrólisis de PCC8 para distintos valores de pH, 7, 8 y 9. En ella se puede observar 
cómo a medida que el pH aumenta, se prevé un descenso en la velocidad de formación 
de colina (esta tendencia se puede deducir al tener en cuenta los rendimientos de la 
reacción en dos pasos: a pH = 9 descendía dramáticamente). No obstante, si el tiempo 
que se permite transcurrir a la hidrólisis es muy elevado (como sucedía en el estudio de 
las reacciones catalizadas por PLDAH), la cantidad de colina liberada puede llegar a ser 
la misma, por eso al realizar el proceso en dos pasos no existen diferencias importantes 
en el rendimiento de la reacción para los pHs 7 y 8. 
 
La Figura 3.12 II muestra los perfiles simulados de reacción de la colina con la 
enzima ChOx (partiendo de la misma concentración de ambos) para pH 7, 8 y 9. Se 
observa que la velocidad a la que se consume la colina es mayor a medida que aumenta 
el pH.   
 
La Figura 3.12 III recoge los perfiles de las señales que se espera obtener 
cuando las reacciones ocurren simultáneamente, teorizados a partir de la combinación 
de los perfiles de los dos procesos que se han comentado en los párrafos anteriores. De 
los 3 valores considerados, a pH = 7 (línea discontinua rosa) se produciría la situación 
en la que se formaría más rápido la colina y se obtendría la menor velocidad de 
consumo del aminoalcohol. Esto significa que un medio amortiguado a ese pH es el que 
más colina tendría en disolución y por lo tanto la enzima ChOx estaría reducida más 
tiempo, siendo la variación de fluorescencia mayor que para los otros dos valores de pH. 
Por tanto el medio a pH = 7 debería ser el que mejores resultados ofreciese. A pH = 9 
(línea discontinua verde), no se generaría la suficiente cantidad de colina en el proceso 
de hidrólisis como para dar una señal del tipo ChOx – colina. 
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Figura 3.12. Simulación de los perfiles de los procesos enzimáticos catalizados por PLDAH  y ChOx. 
I.- Reacción de hidrólisis de PCC8.  
II.- Reacción de oxidación de colina. 
III.- Combinación de ambos perfiles. Rosa: pH = 7. Naranja: pH = 8. Verde: pH = 9. 
 
Con el fin de comprobar la hipótesis expuesta y elegir el mejor pH en la reacción 
directa, se estudió el efecto del mismo en el intervalo comprendido entre 7 y 9, 
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 2.3.4. Las concentraciones de 
enzimas y analito escogidas para el estudio fueron del mismo orden que las ensayadas 
en la sección anterior: [PLDAH] = 163,94 U·mL-1, [ChOx] = 2,03 U·mL-1 y [PCC8] = 
4,91·10-4 mol·L-1. Los resultados se muestran en la Figura 3.13.  
 
Antes de comenzar a discutir la forma de las señales obtenidas, lo primero a 
destacar es la propia obtención de una señal analítica al efectuar el proceso directo, lo 
que pone de manifiesto que se puede determinar el fosfolípido de forma directa. Dicha 
señal es similar a la de un proceso “tradicional” ChOx - colina aunque la variación de 
fluorescencia no es tan elevada como en la mayoría de las reacciones ChOx - colina. La 
intensidad máxima correspondiente a la forma reducida de la enzima no se alcanza 
instantáneamente tras añadir el fosfolípido, tal y como se planteaba en la hipótesis 
expuesta en el apartado 3.3.1, debido a que los dos procesos enzimáticos se producen 
simultáneamente. 
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Figura 3.13. Reacción PLDAH – ChOx – PCC8. A: pH = 7; B: pH = 8; C: pH = 9. [PLD] = 163,94 
U·mL-1; [ChOx] = 2,03 U·mL-1; [PCC8]0 = 4,91·10-4 mol·L-1. 
 
En cuanto al pH, se observa que los mejores resultados corresponden a la 
reacción llevada a cabo a pH = 7 (registro A), el más cercano al óptimo de la hidrólisis, 
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lo que pone de manifiesto que el paso limitante va a ser esta reacción y confirma la 
hipótesis planteada en relación al mejor pH para desarrollar el proceso directo. 
  
 Por último hay que destacar que la señal de fondo presente sobre la originada 
por la enzima ChOx es muy alta. Esto ya se había observado con anterioridad cuando 
hidrólisis y oxidación se desarrollaban por separado (Figura 3.5): la concentración 
“residual” de PLDAH presente en la cubeta de medida (en torno a 13 U·mL-1) tras añadir 
una fracción de la reacción de hidrólisis ya era capaz de generar una señal de fondo 
importante. En el siguiente apartado se profundiza en esta señal y sus consecuencias. 
 
3.3.3.- Estudio de la señal de fondo: necesidad de un modificante fluorescente 
 
Como ya se ha comentado antes, todas la proteínas, incluidas las enzimas, son 
fluorescentes en la zona UV, debido fundamentalmente a la presencia del aminoácido 
aromático triptófano (Trp). La fluorescencia de las enzimas está caracterizada por la 
presencia de dos máximos de excitación que aparecen aproximadamente a 240 y 280 
nm y uno de emisión en torno a 340 nm, dependiendo del número de residuos Trp de la 
proteína.  
 
Así, hay que tener en cuenta que, en cualquier metodología basada en la 
combinación de los procesos catalizados por las enzimas ChOx y PLDAH y la variación 
de la fluorescencia intrínseca de ChOx, la intensidad que se obtiene es la suma de la 
fluorescencia de las dos enzimas implicadas.  
 
La Figura 3.14 muestra los espectros de excitación y fluorescencia de una 
disolución de ChOx de 0,69 U·mL-1 (A) y los de una mezcla de ChOx de igual 
concentración que la anterior que tiene también PLDAH en  concentración 91,35 U·mL-1 
(B). Se observa el aumento de señal originado por la presencia de PLDAH. 
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Figura 3.14. Espectros de excitación / emisión de: (A): ChOx (0,69 U·mL-1) (B): mezcla de ChOx 
(0,69 U·mL-1) y PLDAH  (91,35 U·mL-1). Ancho de banda espectral: 3,5 nm para ambos monocromadores. 
pH = 9 
  
La señal originada por la enzima fosfolipasa puede influir de dos formas: 
 
• Por un lado puede haber un efecto de filtro interno en la fluorescencia de 
PLDAH que se extienda al conjunto de las enzimas. 
 
• Por otro lado puede suponer una interferencia espectral a la hora de 
medir la señal de la ChOx ya que presenta una fuerte absorción y 
fluorescencia a las longitudes de onda de trabajo.  
 
La Figura 3.15 muestra cómo varía la fluorescencia de la enzima PLDAH con la 
concentración. Se observa que hasta unas 70 U·mL-1 la fluorescencia aumenta con la 
concentración. Para concentraciones superiores a 100 U·mL-1 la fluorescencia se hace 
prácticamente independiente de la concentración, lo que indica que a partir de ese valor 
es cuando empieza a producirse fuertemente el efecto de filtro interno.  
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Figura 3.15. Variación de fluorescencia de la enzima PLDAH  con la concentración 
 
Este efecto de filtro interno generado por la enzima fosfolipasa, afecta también a 
las señales obtenidas en la determinación ChOx – colina. 
 
Uno de los dos parámetros analíticos utilizados en la determinación de colina 
basada en la reacción de dicho aminoalcohol con ChOx es el área, por lo que se estudió 
la influencia del filtro interno producido por diferentes concentraciones de PLDAH (0; 
10,80; 21,61; 32,41; 43,21; 54,02; 90,06 todas en U·mL-1) en el área de la reacción 
ChOx (1,71 U·mL-1) con colina (4,54·10-5 mol·L-1). Los resultados se exponen en la 
Figura 3.16. 
 
La Figura 3.16 I muestra la influencia de una concentración 54,02 U·mL-1 de 
fosfolipasa en el área de la señal y la Figura 3.16 II la relación entre las áreas de la 
reacción ChOx - colina en presencia y ausencia de distintas concentraciones de PLD 
calculadas de la siguiente forma: 
 
AH
AH
area de la reacción en presencia de PLD
relación entre áreas
area de la reacción en ausencia de PLD
=  
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Se observa cómo para concentraciones de fosfolipasa inferiores a 43,21 U·mL-1, 
su efecto sobre dicho parámetro es mínimo: la disminución del área con respecto al 
proceso llevado a cabo en ausencia de PLDAH oscila entre el 7 y el 15 %. Al elevar la 
concentración por encima de 54,02 U·mL-1, el área se reduce drásticamente, superando 
levemente el 50 % del valor obtenido para la reacción en la que la fosfolipasa no está 
presente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.16. Influencia de la enzima PLDAH  en el área generada en la reacción ChOx – colina.  
I.- Comparación entre dos señales obtenidas para la reacción ChOx – colina. Azul: [PLDAH] = 0. Rojo: 
[PLDAH]=54,02 U·mL-1.[ChOx] = 1,71 U·mL-1; [colina] = 4,54·10-5 mol·L-1. 
II.- Relación entre áreas. 
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La conclusión es que para concentraciones de PLDAH altas el efecto de filtro 
interno produce una importante disminución del área generada en la reacción ChOx – 
colina, así como una reducción significativa en la variación de la señal obtenida 
(diferencia entre la intensidad de la enzima ChOx en sus formas oxidada y reducida). 
Para minimizar este efecto, sería recomendable disminuir la concentración de 
fosfolipasa, trabajando con valores que estén por debajo de 40 U·mL-1, pero esto 
perjudicaría seriamente la reacción de hidrólisis impidiendo realizar la medida de un 
modo directo (sin separar los dos procesos enzimáticos). Por este motivo, tal y como se 
expone a lo largo del resto de este capítulo, se decidió modificar químicamente la 
enzima ChOx para poder trabajar en otro rango de longitudes de onda donde se evitasen 
todos los problemas citados. 
 
Tanto el procedimiento de marcaje de la ChOx como el de medida se han 
descrito en las secciones 2.3.2 y 2.3.4, respectivamente. 
 
3.3.4.- Elección del modificante químico 
 
Existe una gran variedad de fluoróforos disponibles para modificar 
químicamente las enzimas. En la práctica se pueden agrupar en dos grandes tipos: 
 
a) Tipo “fluoresceína”. El fundamento de estos compuestos se basa en la existencia 
de procesos de transferencia de energía entre el centro de la enzima (el FAD) y el 
modificante, de tal modo que la fluorescencia de este último cambia a la misma 
velocidad a la que transcurre la reducción de la ChOx para pasar a ChOx.H2. Su señal 
depende de la concentración de enzima que se encuentra en cada una de las dos 
formas redox. Si la reducción de ChOx a ChOx.H2 es lenta, el cambio en la señal del 
modificante también lo será y viceversa.  
 
b) Tipo “rutenio”. Estos modificantes pueden actuar también por transferencia de 
energía, pero además pueden hacerlo gracias al efecto de desactivación de 
fluorescencia (“quenching”) que el O2 produce sobre ellos. En este último caso, la 
señal del marcador ya no obedece a la proporción ChOx/ChOx.H2 que haya, sino que 
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depende de la concentración de O2 que se haya consumido, teniendo en este caso un 
efecto acumulativo (mas O2 consumido en el tiempo, más señal en el tiempo).  
 
El grupo de investigación ha trabajado anteriormente con enzimas modificadas, 
especialmente con derivados de fluoresceína [16; 17; 18] pero en este caso, puesto que 
el proceso de hidrólisis que cataliza PLDAH es lento, se decidió utilizar un marcador 
acumulativo. Así, se escogió un derivado de rutenio cuya estructura y espectros 
aparecen en la Figura 3.17. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.17. Estructura y espectros de excitación y emisión del fluoróforo empleado para modificar 
químicamente la ChOx: Bis(2,2´-bipyridin)-4´-metil-4-carboxibypiridin-rutenio N-succinimidilester- 
bis(hexafluorofosfato). 
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[colina]0 = 3,98·10-4 mol·L-1 
[colina]0 = 1,99·10-4 mol·L-1 
[colina]0 = 1,03·10-4 mol·L-1 
Como se desprende de los espectros, el fluoróforo muestra un máximo de 
excitación a 467 nm y otro de emisión a 618 nm, que proporcionan una zona de medida 
alejada de posibles interferencias espectrales de la matriz y de los efectos de filtro 
interno expuestos con anterioridad. 
 
El grupo enlazante del fluoróforo empleado es el carboxilo enlazado a un resto 
de N-succinimida (grupo saliente), que se une a los grupos amina primarios de los 
aminoácidos arginina, lisina, glutamina y asparagina que se encuentran en posición 
terminal en la proteína según el esquema de la Figura 3.18.  
Figura 3.18. Esquema de la reacción de derivatización de la enzima ChOx con el compuesto de 
rutenio. 
  
 Para clarificar el funcionamiento de este modificante, en la Figura 3.19 se puede 
observar la respuesta del compuesto de rutenio (evidentemente ligado a la enzima) en el 
transcurso de una reacción ChOx – colina para varias concentraciones del aminoalcohol. 
La señal de fluorescencia aumenta a medida que se produce la reacción. 
 
. 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.19. Variación de la fluorescencia del derivado de rutenio durante la reacción ChOx – colina 
a pH = 9,λexc = 467 nm; λem = 618 nm 
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En el medio acuoso en el que se desarrollan las dos reacciones enzimáticas hay 
inicialmente una concentración de oxígeno, por lo que la fluorescencia del derivado de 
rutenio ligado químicamente a la ChOx se encuentra parcialmente desactivada. En el 
proceso de oxidación del residuo de colina liberado en la hidrólisis del fosfolípido, se 
consume parte del oxígeno de la disolución, que es invertido en la regeneración de la 
ChOx, la cual retorna a su forma oxidada. Este consumo hace que el efecto de 
desactivación disminuya, por lo que la intensidad del compuesto de rutenio aumenta. La 
pendiente inicial y el valor máximo de intensidad se incrementan al elevar la 
concentración inicial de colina, ya que el consumo de oxígeno también se va 
incrementando, dando lugar a disminuciones cada vez mayores del efecto de 
desactivación de fluorescencia originado por el oxígeno sobre el derivado de rutenio.  
 
La metodología que aparece en el siguiente apartado se basa en relacionar la 
concentración de PCC8 con los cambios en la intensidad de fluorescencia del derivado 
de rutenio ligado a la ChOx (ChOxRu).  
 
3.3.5.- Determinación de PCC8 con ChOxRu 
 
a) Reacción con la PCC8: señal analítica 
 
Tras comprobar que la reacción ChOx – colina modifica la fluorescencia del 
derivado de rutenio, se estudió el efecto de la reacción directa PLDAH – PCC8 – 
ChOxRu en la fluorescencia del modificante químico en busca de variaciones similares 
aprovechables analíticamente. Para comenzar a trabajar se seleccionó un medio 
amortiguado a pH = 7, que había proporcionado los mejores resultados en las 
experiencias de reacción directa medida a las longitudes de onda de la enzima ChOx 
(apartado 3.32). La Figura 3.20 muestra los resultados obtenidos. Se distinguen tres 
zonas: 
 
1. En la primera (zona A), tras añadir PCC8 a una disolución que contenía PLDAH 
y ChOxRu, se observa una variación en la fluorescencia del marcador 
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equivalente a la que aparece en la Figura 3.19, lo que indica que es posible 
utilizar la disminución del efecto de desactivación del complejo de rutenio 
como base para un procedimiento de determinación de PCC8. En el caso del 
fosfolípido, la pendiente inicial y el tiempo transcurrido hasta que la 
fluorescencia alcanza su valor máximo, difieren de los obtenidos para 
concentraciones similares de colina, lógico si se tiene en cuenta que en la 
reacción simultánea se combinan las cinéticas de los dos procesos enzimáticos, 
por lo que el oxígeno se consume de un modo diferente. En el momento en que 
se adiciona PCC8 sobre las enzimas, empieza a generarse colina como 
consecuencia de la reacción de éste con PLDAH. A su vez, esa colina comienza a 
reaccionar con la ChOx, disminuyendo la concentración de oxígeno en la 
disolución, lo que hace que vaya aumentando progresivamente la fluorescencia 
del derivado de rutenio hasta alcanzar un valor máximo, a partir del cual 
comienza a disminuir, momento en el que hidrólisis y oxidación dejan de 
producirse, permitiendo la transferencia del oxígeno atmosférico a la disolución 
hasta alcanzar de nuevo la concentración de equilibrio en la misma 
(aproximadamente 2,2·10-4 mol·L-1). Este proceso es muy lento, como puede 
apreciarse en la figura. 
  
2. En la zona B se borboteó aire al seno de la disolución. Como consecuencia de 
esto, la intensidad de fluorescencia del complejo de rutenio volvió a disminuir 
debido al aumento en la concentración del desactivante (oxígeno). Si se hubiese 
continuado borboteando durante más tiempo, se hubiese alcanzado la 
concentración de oxígeno de equilibrio y la fluorescencia inicial del complejo 
de rutenio. 
 
3. La última zona (zona C) muestra la variación de fluorescencia durante una 
reacción ChOx – colina, donde la concentración de esta última es del mismo 
orden de magnitud que la de PCC8 en la primera zona. Se realizó para comparar 
de un modo cualitativo la reacción directa entre las dos enzimas y el fosfolípido 
y la reacción de oxidación clásica del aminoalcohol. 
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Figura 3.20. Variación de la fluorescencia del compuesto de rutenio unido a la ChOx a lo largo del 
tiempo. pH = 7. λexc = 467 nm; λem = 618 nm 
Zona A: reacción directa PLDAH  – ChOxRu – PCC8; [PLDAH] = 142,77 U·mL-1; [ChOx] = 3,02 U·mL-1; 
[PCC8]0 = 4,46·10-4 mol·L-1. 
Zona B: borboteo de aire a la disolución 
Zona C: reacción ChOxRu – colina; [colina inicial] = 2,03·10-4 mol·L-1. 
  
 Como se puede observar en la figura, la reacción con el fosfolípido es mucho 
más lenta. Independientemente de que las condiciones de trabajo se puedan optimizar, 
los resultados sugieren que es más conveniente utilizar como parámetro de medida la 
velocidad inicial de la reacción ya que daría lugar a una metodología más rápida 
(aunque menos sensible). Los siguientes ensayos se desarrollaron utilizando este 
parámetro de medida. 
 
b) Efecto de la concentración de colina oxidasa 
 
Se realizaron varias reacciones directas en las que la concentración de 
fosfolipasa y PCC8 se mantenían fijas, modificando únicamente la de ChOx. 
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Como se puede observar en la Figura 3.21, la pendiente aumenta al incrementar 
la concentración de ChOx. De hecho, existe una relación lineal entre ambos. Al elevar 
la cantidad de enzima disponible para reaccionar con la colina liberada, se produce un 
mayor consumo de oxígeno por unidad de tiempo, debido a una mayor necesidad de 
éste para regenerar la totalidad de la enzima, es decir, para volver a tener la ChOx en su 
forma oxidada al final de la reacción.  
 
Así, para concentraciones altas de ChOx, el oxígeno desaparece más rápido, con 
lo que el efecto de desactivación también disminuye a una mayor velocidad, por eso se 
observa que la intensidad de fluorescencia del derivado de rutenio se eleva más rápido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.21. Influencia de la [ChOx] en la pendiente obtenida cuando se sigue la reacción directa 
mediante la disminución del efecto de desactivación de la fluorescencia del compuesto de rutenio ligado 
a la enzima. 
[PLDAH] = 105,48 U.·mL-1; [PCC8]0 = 8,62·10-4 mol·L-1; el pH de trabajo es 7. 
λexc = 467 nm; λem = 617 nm; ancho de banda espectral = 4 nm para ambos monocromadores 
 
c) Efecto de la concentración de PLDAH 
  
 La Figura 3.22 muestra la influencia de la concentración de PLDAH en la 
pendiente que define la variación de fluorescencia del complejo de rutenio ligado a la 
enzima ChOx en la reacción directa PLDAH – ChOx – PCC8. 
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Figura 3.22. Influencia de la [PLDAH] en la pendiente obtenida cuando se sigue la reacción directa 
mediante la disminución del efecto de desactivación de la fluorescencia del compuesto de rutenio ligado 
a la ChOx. 
[ChOx] = 5,56 U·mL-1; [PCC8]0 = 9,16·10-4 mol·L-1; el pH de trabajo es 6. 
λexc = 467 nm; λem = 617 nm; ancho de banda espectral = 4 nm para ambos monocromadores 
 
Al igual que sucede con la ChOx, un aumento en la concentración de fosfolipasa 
da lugar a un incremento en la pendiente de la reacción directa. Para un mismo intervalo 
de tiempo, si se eleva la concentración de enzima, la cantidad de PCC8 que se hidroliza 
es mayor, por lo que hay más colina disponible para reaccionar con la ChOx, que 
consume más oxígeno, con lo que la disminución del efecto de desactivación del 
complejo de rutenio es mayor. 
 
d) Efecto del pH 
 
Se midió la fluorescencia del complejo de rutenio unido a la enzima en 5 
reacciones en las que la concentración de analito y enzimas era la misma, pero no el pH 
de trabajo. Los resultados se muestran en la Figura 3.23. 
 
Como se puede observar, la pendiente más alta se obtuvo en la reacción llevada 
a cabo a pH = 6. 
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Figura 3.23. Influencia del pH sobre la pendiente obtenida cuando se sigue la reacción PLDAH  – 
ChOx - PCC8 a través de la fluorescencia del complejo de rutenio. 
 [PLDAH ] = 98,67 U·mL-1; [ChOx] = 4,97 U.·mL-1; [PCC8]0 = 8,96·10-4 mol·L-1 
λexc = 467 nm; λem = 617 nm; ancho de banda espectral = 4 nm para ambos monocromadores 
 
e) Calibración 
 
La reacción directa PLDAH – ChOx – PCC8 se llevó a cabo con tres 
concentraciones diferentes de fosfolípido para comprobar si la variación de 
fluorescencia del derivado de rutenio dependía de la concentración de PCC8. Los 
resultados y las condiciones de medida se muestran en la Figura 3.24. En el gráfico A 
se puede ver como tanto la variación de fluorescencia como el valor de la pendiente con 
la que aumenta la intensidad de fluorescencia del derivado de rutenio unido a la enzima 
son proporcionales a la concentración de PCC8. En la Figura 3.24 B se puede observar 
que existe una relación lineal entre la pendiente y la concentración inicial de fosfolípido. 
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Figura 3.24. Variación de la intensidad de fluorescencia del complejo de rutenio unido a ChOx 
durante la reacción directa a pH = 6. 
Azul: [PCC8]0 = 8,62·10-4 mol·L-1  
Rosa: [PCC8]0 = 4,31·10-4 mol·L -1 
Rojo: [PCC8]0 = 2,87·10-4 mol·L-1 
[PLDAH] = 105,48 U·mL-1; [ChOx] = 3,08 U·mL-1. λexc = 467 nm; λem = 618 nm 
 
Se establecieron las características analíticas del método que se acaba de 
presentar. La precisión del mismo (expresada como desviación estándar relativa, DER) 
se calculó a partir de las pendientes obtenidas al llevar a cabo cinco réplicas de la 
reacción directa PLDAH – ChOxRu – PCC8 con una misma concentración del lípido 
(4,31·10-4 mol·L-1) y en las mismas condiciones que las correspondientes al calibrado 
presentado en la anterior figura. Se obtiene una DER del 7,25 %.  
 
Con respecto al límite de detección y al rango lineal del método, es bastante 
destacable que los mismos se pueden mejorar mediante una variación en la 
concentración de fosfolipasa o colina oxidasa (ya se ha presentado en los subapartados 
b y c que la pendiente guarda una relación lineal con la concentración de ambas 
enzimas). No obstante, en las condiciones empleadas, el método ha mostrado linealidad 
en todo el rango de concentraciones ensayadas, siendo la mayor 8,62·10-4 mol·L-1. En 
cuanto al límite de detección, expresado como tres veces la desviación estándar de cinco 
réplicas del punto de menor concentración de la calibración (2,87·10-4 mol·L-1) partido 
4000 
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por la pendiente de la recta de calibrado, se obtuvo un valor de 3,94·10-5 mol·L-1. 
Respecto al límite de detección, merece la pena destacar que no tiene sentido calcularlo 
a partir de varias réplicas de un blanco, pues la pendiente sería 0 (no habría 
modificación en la concentración de oxígeno ni incremento en la intensidad de 
fluorescencia por disminución del efecto de desactivación). 
 
En este apartado, se ha visto que existe la posibilidad de relacionar la 
concentración inicial del fosfolípido con la pendiente obtenida cuando se sigue la 
reacción directa PLDAH – ChOxRu – PCC8 mediante el aumento de intensidad del 
compuesto de rutenio. Este hecho pone de manifiesto que esta metodología podría ser 
válida para la determinación de PCC8, y por tanto para otros fosfolípidos de cadena 
corta de interés biológico existentes en el plasma, tales como los que poseen una 
estructura y funciones relacionadas con el FAP anteriormente descritos en el apartado 
3.1.  
 
Con el fin de evaluar esta posibilidad, en el siguiente apartado se aplica la 
metodología desarrollada a un plasma sintético dopado con PCC8. 
 
f) Aplicación a una matriz sintética: Data – Trol NTM 
 
Data – Trol NTM es un plasma sintético comercial. Está preparado a partir de 
suero humano al que se le han añadido enzimas y otros compuestos humanos y no 
humanos, de modo que los niveles de los constituyentes se encuentran dentro del 
intervalo normal presente en el plasma sanguíneo. 
 
Es importante, atendiendo a la posibilidad de realizar futuras determinaciones 
utilizando muestras biológicas, estudiar la influencia de la matriz cuando se sigue la 
reacción directa mediante la variación del efecto de desactivación del complejo de 
rutenio. El suero sintético permite reproducir la matriz que va a estar presente en una 
muestra de plasma real. 
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Se llevaron a cabo dos reacciones PCC8 – PLDAH – ChOxRu en presencia de 
Data – Trol NTM y otras dos en ausencia de éste. En todos los casos, las concentraciones 
de enzimas y del fosfolípido fueron iguales, además del pH de trabajo.  
 
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.6. En ella se muestra tanto la 
pendiente obtenida como la concentración de PCC8 estimada y el % de recuperación 
obtenido para dos concentraciones diferentes de PCC8 en presencia y ausencia del 
plasma.  
 
 En Data – Trol NTM Sin Data – Trol NTM 
[PCC8]0, 
mol·L-1 
pte. [PCC8] estimada, 
mol·L-1 
Rec. pte. [PCC8] estimada, 
mol·L-1 
Rec. 
4,23·10-4  0,97 2,32·10-4 55% 1,59 3,86·10-4 91 % 
8,46·10-4 1,76 4,28·10-4 51% 3,17 5,83·10-4 92 % 
 
Tabla 3.6. Efecto de una matriz de suero sintético en la señal obtenida cuando se sigue la reacción 
directa mediante la disminución del efecto de desactivación de la fluorescencia del compuesto de rutenio 
ligado a la ChOx. [PLDAH] =108,23 U·mL-1; [ChOx] = 3,08 U·mL-1; pH = 6. λexc = 467 nm; λem = 617 
nm; ancho de banda espectral = 4 nm para ambos monocromadores. 
 
Cuando la reacción se hace en ausencia de Data – Trol NTM se pueden observar 
buenos resultados, consiguiendo rendimientos de recuperación del orden del 90% en 
ambos puntos.  
 
Si la determinación se hace en plasma, lo primero a destacar es que se obtiene la 
señal debida al PCC8 pero las pendientes son menores y por tanto los rendimientos de 
recuperación disminuyen. Esto parece indicar que alguno de los componentes presentes 
en el Data – Trol NTM afecta a los procesos enzimáticos que tienen lugar en la reacción 
directa. 
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3.4.- CONCLUSIONES 
 
 Las conclusiones más destacadas de este capítulo son las siguientes: 
 
1. Se han observado señales analíticas válidas usando la metodología propuesta, 
tanto en la reacción en dos pasos como en la reacción directa, midiendo la 
variación de fluorescencia de la enzima colina oxidasa o la del complejo de 
rutenio cuando esta unido a la flavoenzima, lo que permite utilizar esta 
metodología con fines analíticos. Hay que resaltar la novedad del método que se 
ha presentado con respecto a otros de carácter enzimático más complejos, con 
mayor número de etapas y en los que además es necesaria la utilización de un 
precursor que libere un cromóforo o fluoróforo para obtener una señal analítica. 
 
2. Se ha propuesto un modelo que permite predecir la dependencia del rendimiento 
de hidrólisis con la concentración de fosfolipasa y con el tiempo de reacción. A 
partir del mismo se ha calculado la constante cinética k1 de la PLDAH. 
 
3. Se ha desarrollado un método para la determinación de fosfolípidos de cadena 
corta solubles en agua basado en la medida de las variaciones de fluorescencia 
de la enzima colina oxidasa químicamente modificada con una sal de rutenio, 
que implica una hidrólisis previa del lípido catalizada por la enzima PLDAH. Esta 
metodología tiene un gran potencial para ser aplicada en el análisis de 
compuestos del tipo AGEPC, relacionados con el FAP, que poseen una gran 
importancia biológica. 
 
4. La alta señal de fondo originada por la fluorescencia de la enzima PLDAH en la 
zona UV hace recomendable la modificación química de la misma para poder 
medir en el espectro visible. 
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5. La matriz va a suponer una interferencia si esta metodología se quiere aplicar a  
muestras de suero o plasma, puesto que las señales analíticas utilizadas 
(pendientes) se reducen prácticamente a la mitad. No obstante, es posible 
mejorar las características analíticas modificando las concentraciones de 
enzimas, lo que supone una alternativa interesante en respuesta a este obstáculo. 
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En este capítulo se muestran los estudios relacionados con el analito 
fosfatidilcolina (PC) tomando como base la información obtenida sobre el proceso de 
hidrólisis y la reacción directa PLDAH - ChOx - PCC8.  
 
En él se va a profundizar en las diferentes lipasas que pueden catalizar la 
reacción de hidrólisis de PC y los diferentes métodos analíticos a que dan lugar. Se 
empezará (apartado 4.1) por la PLDAH, ya estudiada para PCC8 en el capítulo anterior. 
A continuación se examinará la fosfolipasa procedente del organismo Streptomyces 
Chromofuscus (PLDsc) en el apartado 4.2. Por último, se estudiará la fosfolipasa 
procedente del organismo Streptomyces sp (PLDSP) en el apartado 4.3. Como ya se 
comentó anteriormente, hay que tener en cuenta la presencia de esfingomielina (SM) en 
plasma, un compuesto mayoritario que puede hidrolizarse por acción de las lipasas para 
originar colina. Se contemplará la posible interferencia de este lípido en los métodos. 
 
4.1.- ESTUDIO DE LA ENZIMA PLDAH 
 
Puesto que los procesos enzimáticos transcurren en medio acuoso y ni la PC ni 
su posible interferencia (SM) son solubles en agua, lo primero que se hizo fue establecer 
la mejor manera de introducir los fosfolípidos en el medio de reacción. 
 
4.1.1.- Elección de un medio de reacción. Etanol  
 
Se estudiaron diversas estrategias para poner en contacto las enzimas y el analito 
y así poder llevar a cabo las reacciones: 
 
• Emulsiones  del analito en agua o disoluciones amortiguadoras. 
• Utilización de liposomas 
• Utilización de LDLs (lipoproteínas de baja densidad) 
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El fundamento, procedimiento operativo y los resultados obtenidos se muestran 
en el Anexo I. Merece la pena destacar que estos estudios fueros desarrollados para PC 
y SM. 
 
Las anteriores estrategias no dieron los resultados que se buscaban: en ninguna 
funcionó la reacción de hidrólisis, a pesar de que ya se demostró por medio de PCC8 
que la PLDAH funciona perfectamente.  
 
Partiendo de la hipótesis de que el problema reside en que la enzima no consigue 
acceder al enlace fosfato que une el resto de colina al lípido cuando éste se encuentra en 
un medio acuoso formando micelas, liposomas o LDLs, se optó por utilizar otro 
disolvente para los analitos: etanol. 
 
Al utilizar este disolvente se observa que la PC es completamente soluble en él. 
Por otra parte, es miscible en agua. No obstante, cuando se mezcla el analito con la 
disolución amortiguadora en la que se encuentran las enzimas aparece una turbidez, 
tanto mas grande cuanto menor es el porcentaje de etanol en la disolución final. La SM, 
potencial interferencia, también es soluble en etanol. 
 
Si se utiliza este disolvente, tanto en la reacción realizada de modo simultáneo, 
como en la efectuada separando los procesos enzimáticos, va a haber cierta cantidad de 
alcohol en la cubeta de medida. Para elegir el porcentaje más adecuado, lo primero que 
se estudió fue el efecto que tiene el etanol en la enzima ChOx. Para ello se llevó a cabo 
la reacción ChOx - colina en presencia de diferentes porcentajes de etanol: 0, 10, 20, 25 
y 30 % (porcentaje sobre el volumen final). La Figura 4.1 recoge los resultados 
obtenidos.  
 
Se observa que al ir aumentando el porcentaje de etanol, tanto la diferencia de 
intensidades entre la forma oxidada y reducida, como la velocidad de la reacción 
disminuyen. 
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Figura 4.1. Influencia del etanol  en la reacción ChOx – colina. 
[ChOx] = 1,46 U·mL-1; [colina] = 4,24·10-5 mol·L-1.  
%  etanol (v/v) = 0, 10, 20, 25 y 30 (azul, rosa, rojo, verde y amarillo, respectivamente) 
pH = 8. λexc = 286 nm; λem = 336 nm. Ancho de banda espectral = 3 nm para ambos monocromadores.  
 
La señal empieza a deteriorarse en exceso a partir del 20 % (v/v) de etanol, 
momento en el cual la variación de fluorescencia y velocidad de la reacción son tan 
bajas que no permiten seguir el proceso de oxidación. Así, se llegó a la conclusión de 
que el porcentaje de etanol en la reacción ChOx - colina debía ser inferior al 10% para 
que ni la señal obtenida ni la velocidad del proceso se viesen alteradas 
significativamente. 
 
Con la PC disuelta en etanol, se efectuaron reacciones PLDAH – ChOx – PC 
directas y en dos pasos (con etapa previa de incubación), en las que la liberación de 
colina se monitorizaba tanto a las longitudes de onda del triptófano como del derivado 
de rutenio. En ninguno de los experimentos se observó la generación de colina. En las 
Figuras 4.2 y 4.3 se muestran algunos ejemplos de las señales obtenidas. 
 
La Figura 4.2 muestra la variación de señal obtenida tras añadir una fracción de 
la incubación de PLDAH - PC sobre una disolución de ChOx (I). Se observa un aumento 
de señal que no está originado por la colina liberada en la reacción de hidrólisis, ya que 
se produce por la fluorescencia de la enzima fosfolipasa. Una adición de colina 
realizada después de añadir la incubación (II), demostró que la enzima ChOx estaba 
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funcionando perfectamente y confirmó que la reacción de hidrólisis no se había 
producido, corroborando la afirmación de la frase anterior.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.2. Adición de una incubación de PLDAH – PC sobre una disolución de ChOx. El lípido esta 
disuelto en etanol. [ChOx] = 1,64 U·mL-1. pH = 9. λexc = 286 nm; λem = 336 nm. Ancho de banda 
espectral = 7 nm para ambos monocromadores. 
I.- Adición de la incubación. 
II.- Adición de colina. [colina] = 1,94·10-4 mol·L-1 
 
La Figura 4.3 muestra la reacción directa PLDAH – ChOxRu - PC medida a las 
longitudes de onda del marcador (señal azul). El fosfolípido está disuelto en etanol. La 
señal rosa es un blanco y es idéntica a la correspondiente a la adición de PC, lo que 
indica que no hay reacción. Para corroborar esta afirmación, se efectuó una reacción 
con PCC8 disuelto en etanol en las mismas condiciones fijadas para PC, observando 
que esta reacción funcionaba perfectamente (señal roja). 
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Figura 4.3. Seguimiento de reacción directa PLDAH – ChOx – PC y PLD AH  – ChOx – PCC8 mediante 
la fluorescencia del derivado de rutenio ligado a la ChOx. Ambos analitos están disueltos en etanol. 
Azul.- Adición de PC, [PC]0 = 5,05·10-4 mol·L-1 
Rojo.- Adición de PCC8, [PCC8]0 = 5,57·10-4 mol·L-1 
Rosa.- Adición de etanol (blanco)  
[PLDAH] = 224,40 U·mL-1; [ChOxRu] = 5,69 U·mL-1; pH = 6; etanol = 5 % (v/v) 
λexc = 467 nm; λem = 617 nm; ancho de banda espectral = 5 nm para ambos monocromadores 
 
Hasta la utilización de etanol como disolvente, se había mantenido la hipótesis 
de que el problema por el cual no funcionaban los procesos de hidrólisis de PC 
catalizados mediante PLDAH residía en que la baja solubilidad del analito en medio 
acuoso impedía que se produjera la reacción. Sin embargo, todos los resultados 
obtenidos utilizando etanol, en el que se disuelve mejor, hicieron pensar que quizás el 
problema estaba en la reacción de hidrólisis y no en la manera en que la que los 
fosfolípidos se solubilizaban en el medio donde transcurren los procesos enzimáticos. 
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4.1.2.- Estudio de la influencia del catión Ca(II) 
 
Una nueva revisión de las metodologías descritas en la bibliografía reveló un 
posible motivo que justificaba la falta de actividad de la enzima PLDAH: la ausencia de 
calcio. Todos los procedimientos que aparecen en la literatura estudiada tienen un 
denominador en común: la hidrólisis se realiza en presencia del catión Ca(II), en 
concentraciones que oscilan entre 0,66 y 100 mmol·L-1.  
 
Uno de los trabajos consultados [1], afirma que el catión Ca(II) es esencial en el 
proceso enzimático debido a que neutraliza las cargas negativas de los residuos 
terminales de aspartato de la proteína, permitiendo así la interacción entre los residuos 
de la misma cargados positivamente y los grupos aniónicos del fosfolípido. Este mismo 
estudio también propone que, además de los efectos electrostáticos, la interacción entre 
la enzima y el catión produce un cambio en la estructura de la proteína que expone los 
residuos hidrofóbicos, permitiendo su inserción en las estructuras formadas por los 
fosfolípidos. 
 
A lo largo de este capítulo se presentan los estudios llevados a cabo en presencia 
de calcio. Así, antes de comprobar si la reacción de hidrólisis funcionaba en presencia 
de calcio, se estudió la influencia del catión en la reacción ChOx – colina.  
 
Para este propósito, se realizaron varias reacciones ChOx – colina en idénticas 
condiciones, salvo por la concentración de Ca(II). La disolución utilizada para 
amortiguar el medio a pH = 9 no estaba preparada a partir de sales de carbonato, debido 
a la formación de precipitados de CaCO3. La Figura 4.4 muestra los resultados 
obtenidos para una reacción en ausencia de calcio (registro azul) y en presencia de dos 
concentraciones distintas de calcio: 10 mmol·L-1 (registro rojo) y 100 mmol·L-1 
(registro rosa). Se observa que, tanto el área encerrada bajo el registro, como el tiempo 
que tarda en regenerarse completamente la enzima, se incrementan al aumentar la 
concentración de Ca(II) presente en la reacción. Esto indica que el ión Ca(II) produce 
una disminución en la velocidad de la reacción ChOx - colina, efecto que hay que tener 
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en cuenta si se realiza la hidrólisis en presencia del citado catión, ya sea de un modo 
independiente o simultáneo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.4. Influencia del catión Ca(II) en la reacción ChOx – colina. [ChOx] = 1,53 U·mL-1; [colina] 
= 2,02·10-5 mol·L-1; pH = 9, disolución amortiguadora NH4+/NH3. λexc = 286 nm; λem = 336 nm; ancho 
de banda espectral = 5 nm para ambos monocromadores 
[Ca(II)] = 0 (registro azul); 10 (registro rojo) y 100  mmol·L-1 (registro rosa) 
 
Se realizó un segundo estudio para conocer cuál era la concentración máxima de 
calcio que se podría añadir sin modificar de un modo apreciable la señal ChOx – colina. 
Por debajo de 1 mmol·L-1 apenas se afecta la señal.  
 
4.1.3.-  Hidrólisis de PC en presencia de Ca(II) 
 
Para estudiar el efecto del catión en la reacción de hidrólisis y verificar si, como 
sugiere la bibliografía, la presencia de Ca(II) hace funcionar a la fosfolipasa, se optó por 
la reacción en dos pasos, desarrollando la incubación PLDAH – PC en presencia de 
calcio. Los motivos de esta elección fueron varios: 
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1. Se aseguraba que, si la reacción se producía, se generase suficiente colina 
como para poder observarla a través de las modificaciones de 
fluorescencia de la ChOx. 
 
2. Para determinar la colina generada una vez realizada la incubación, se 
adiciona una fracción de la misma sobre una cubeta de fluorescencia que 
contiene una disolución de ChOx. Esto permite llevar a cabo la reacción 
de hidrólisis con una concentración relativamente alta de Ca(II), puesto 
que al final la concentración en la cubeta de medida será mucho más baja 
y no alterará de un modo apreciable la señal del proceso ChOx - colina. 
Teniendo en cuenta esto, se eligió trabajar con una concentración 
máxima de 10 mmol·L-1 de forma que la concentración final en cubeta 
fuese inferior a 1 mmol·L-1 que, como se ha visto en el apartado anterior, 
no afecta a la reacción de la enzima ChOx. 
 
3. Puesto que se adiciona una fracción de la incubación sobre la ChOx, el 
porcentaje de etanol presente en la reacción de la ChOx con la colina es 
muy bajo, 1 %,  por lo que también se puede considerar despreciable el 
efecto que ejerce sobre la ChOx 
 
Las condiciones de reacción se muestran en la Tabla 4.1 y los resultados de la 
experiencia en la Figura 4.5. Se puede observar como para la PC, trabajando al pH 
óptimo de PLDAH (según fuentes bibliográficas [2; 3]), la reacción de hidrólisis 
funciona perfectamente en presencia de Ca(II), siendo totalmente inactiva en ausencia 
del catión.  
 
 
 
 
 
Tabla 4.1. Condiciones fijadas en la reacción PLDAH – PC 
Tipo de PLD arachis hypogaea 
[PLD],  U·mL-1 100,11 
[Ca(II)],  mmol·L-1 0 / 10 
pH hidrólisis 5,6  
[PC]0,  mol·L-1 9,45·10-4 
% etanol  10 
Agitación / temperatura magnética / Tª ambiente 
tiempo de incubación, h 5  
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Figura 4.5. Adición de las incubaciones PLDAH – PC, llevadas a cabo en ausencia (rojo) y presencia 
de Ca(II) (azul), sobre una disolución de ChOx. 
[ChOx] = 1,27 U·mL-1. pH = 8. λexc = 286 nm; λem = 336 nm; ancho de banda espectral = 3 nm para 
ambos monocromadores 
. 
Se estudió también la influencia del catión en la reacción de hidrólisis de SM 
(disuelta en etanol) en las mismas condiciones que PC. Al igual que sucede con este 
último analito, en ausencia de Ca(II) no se produce la reacción de hidrólisis de SM. En 
este caso, una concentración 10 mmol·L-1 de Ca(II), no produce apenas aumento en la 
actividad de la enzima, como se puede observar en la Figura 4.6. El área encerrada bajo 
la señal de fluorescencia de la ChOx es muy pequeña si la comparamos con la obtenida 
para PC, lo que significa que, en las mismas condiciones, la hidrólisis de SM apenas ha 
generado colina. 
 
Los intentos de realizar la determinación directa con esta enzima fueron todos 
infructuosos. Se ensayaron diferentes concentraciones de lipasa, de ChOx, de lípido así 
como distintos pHs. En ningún caso se encontró una señal adecuada, ni midiendo la 
fluorescencia de los grupos triptófano de la enzima ni al hacerlo a las longitudes de 
onda del modificante de rutenio ligado químicamente a la ChOx. 
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Figura 4.6. Adición de las incubaciones PLDAH – SM, llevadas a cabo en ausencia (rojo) y presencia 
de Ca(II) (azul), sobre una disolución de ChOx. 
[ChOx] = 1,27 U·mL-1. pH = 8. λexc = 286 nm; λem = 336 nm; ancho de banda espectral = 3 nm para 
ambos monocromadores. 
   
4.1.4.- Conclusiones 
 
Todos los estudios realizados conducen a 3 conclusiones principales. 
 
1.- Necesidad de Ca(II) 
Si bien con el primer lípido ensayado, PCC8, se pudo comprobar que el proceso 
de hidrólisis funcionaba en ausencia de Ca(II) (sobre todo mediante la enzima 
modificada químicamente), a lo largo del apartado 4.1.2 se ha visto que este catión es 
esencial para el correcto desarrollo de la reacción de hidrólisis de PC. De hecho, si el 
Ca(II) no está presente en el medio de reacción, el proceso PLDAH – PC no funciona en 
absoluto.  
 
2.- Elección del disolvente: etanol 
La anterior conclusión conduce a una hipótesis que explica el fracaso de las 
experiencias desarrolladas para elegir un disolvente: es probable que los problemas 
observados a lo largo del Anexo I, fuesen debidos a la falta de Ca(II) y no a la 
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metodología utilizada para disponer de los lípidos en el medio acuoso en el que se 
llevan a cabo los procesos enzimáticos. De todas maneras, se decidió seguir utilizando 
etanol, puesto que el analito es soluble en este disolvente. De este modo, se evita el uso 
de emulsiones, ya que el trabajo con estas es bastante tedioso, sobre todo en el caso de 
los liposomas, cuya preparación requiere una cantidad de tiempo elevada. 
 
3.- Mal funcionamiento de la reacción PLDAH – SM 
En el caso de la hidrólisis de SM, en las condiciones ensayadas, la cantidad de 
colina liberada es bastante reducida, incluso en presencia de Ca(II), elemento decisivo 
en el mismo proceso desarrollado para PC. Así, la enzima PLDAH muestra una baja 
actividad ante SM. 
 
4.2.- ESTUDIO DE LA ENZIMA PLDSC  
 
Este apartado recoge los estudios realizados en torno a la enzima fosfolipasa D 
procedente del organismo Streptomyces Chromofuscus, PLDSC.  
 
Una de las principales diferencias entre las enzimas PLDAH y PLDSC es su 
actividad específica, 141,8 U·mg-1 para la primera y 3300 U·mg-1 para la segunda. La 
consecuencia de esto es que trabajando con las mismas concentraciones de fosfolipasa 
(mismas U·mL-1) las interferencias espectrales y el efecto de filtro interno originados 
por PLDAH, que tanto afectaban a la señal obtenida en la reacción ChOx – colina cuando 
se seguía mediante la fluorescencia intrínseca de la enzima, van a disminuir de manera 
importante. La razón es que la masa de PLDSC necesaria para conseguir un valor 
determinado de U·mL-1 es mucho menor, por lo que también lo será su contribución a la 
fluorescencia en la zona UV del espectro.  
 
La Figura 4.7 muestra la variación de fluorescencia que se observa al añadir 
sobre una disolución de ChOx (zona A) las mismas unidades enzimáticas de lipasa 
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(zona B): PLDAH (señal roja) y PLDSC (señal azul). En el eje de ordenadas, se ha 
representado el siguiente cociente: 
 
F
Intensidad de fluorescencia en cada puntoI
Intensidad de fluorescencia antes de la adición
=  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.7. Contribución a la fluorescencia intrínseca de la ChOx de dos tipos distintos de fosfolipasa. 
A: ChOx; B: adición de fosfolipasa. Azul: PLDSC; Rojo: PLDAH ; [PLD] = 10 U·mL-1, tras la adición.  
 
La gráfica pone de manifiesto el aumento de fluorescencia debido a PLDAH  y la 
contribución prácticamente nula de la PLDSC sobre la señal de la enzima ChOx. En el 
caso de la PLDSC, solamente se observa una pequeña disminución en la señal debida al 
efecto de dilución que se produce al adicionar la disolución de lipasa. 
 
Otra diferencia importante entre ambas enzimas es su pH óptimo de trabajo. Ya 
se ha visto que el mejor pH para la hidrólisis catalizada por la enzima PLDAH es 6. En el 
caso de la PLDSC, la bibliografía consultada [4] y la información comercial muestran 
que su pH óptimo es 8. Esto supone una ventaja importante porque, si se realizan la 
hidrólisis y la oxidación de un modo simultáneo, el valor de pH óptimo de la enzima 
PLDSC es similar al de la ChOx, simplificándose bastante el proceso.  
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A continuación se recogen los estudios desarrollados para PC utilizando los 
procedimientos ya comentados: 
 
• En el apartado 4.2.1 se estudia la reacción de PC en dos pasos. 
• En la sección 4.2.2, se presentan los resultados relacionados con la 
reacción de PC en un solo paso. Como se verá, en este apartado surgieron 
dos metodologías alternativas para realizar la determinación; ambas 
fueron estudiadas y evaluadas. 
• Por último, en el apartado 4.2.3 se estudia la enzima con el lípido SM 
utilizando la metodología basada en una y dos etapas. 
 
4.2.1.- Estudio de la hidrólisis de PC en dos pasos  
 
Los procesos de hidrólisis y oxidación se realizan de un modo independiente, 
según el procedimiento operativo descrito en el apartado 2.3.3.  
 
Puesto que la PC está disuelta en etanol y éste afecta a la señal ChOx – colina 
(como se ha puesto de manifiesto en la sección 4.1.1), para realizar la reacción de 
oxidación no se adicionaban volúmenes de la incubación que diesen lugar a 
concentraciones de etanol superiores al 1% en volumen. Así mismo, se tuvo en cuenta 
que la concentración “residual” de PLDSC no fuera superior a 10 U·mL-1 en el medio en 
el que transcurría la oxidación, valores que no afectan a la reacción ChOx – colina, tal y 
como se recoge en la Figura 4.7. Durante todo el proceso, se medía la intensidad de 
fluorescencia de la enzima ChOx, fijando la longitud de onda de excitación en 286 nm y 
la de emisión en 336 nm. En todos los casos ensayados, la hidrólisis se llevó a cabo a 
25ºC y con agitación magnética durante toda la reacción. En cuanto al pH, tanto la 
hidrólisis como la oxidación transcurrían a pH = 8, por lo que se utilizaba la misma 
disolución amortiguadora en los dos procesos. 
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4.2.1.1.- Estudios previos 
 
Se ha visto en el capítulo anterior que la enzima PLDAH requiere la presencia del 
catión Ca(II) para funcionar. A la hora de estudiar la hidrólisis de PC catalizada por 
PLDSC, uno de los primeros aspectos que se tuvieron en cuenta fue el tiempo de 
reacción en ausencia de Ca(II) para comprobar si se producía la hidrólisis en ausencia 
del catión.  
 
Para ello se realizaron 3 incubaciones PLDSC – PC en las que todas las 
condiciones eran iguales, salvo el tiempo que se permitía a enzima y sustrato reaccionar. 
Las condiciones están mostradas en la Tabla 4.2. Una fracción de la incubación se 
añadía sobre una disolución de colina oxidasa midiendo la variación de fluorescencia de 
ésta. 
 
Se decidió comenzar a estudiar el proceso a pH = 8, el recomendado en la 
bibliografía consultada, porque estaba muy cercano al óptimo para la reacción de 
oxidación de la colina. Obtener información sobre el funcionamiento de la enzima a este 
pH es importante si se pretende realizar los procesos de hidrólisis y oxidación 
simultáneamente. 
  
 
 
 
Tabla 4.2. Condiciones de la reacción PLDSC – PC efectuada en ausencia de calcio.  
 
 La Figura 4.8 muestra los rendimientos de reacción obtenidos. A diferencia de 
lo que sucedía con PLDAH, la enzima PLDSC sí que funciona en ausencia de Ca(II), pero 
la extensión en la que se produce la reacción de hidrólisis de PC es muy baja. Como se 
puede observar en la figura, en ausencia del catión, el porcentaje máximo de PC que se 
[PLDSC], U·mL-1 113,64 
[PC inicial], mol·L-1 9,27·10-4  
Tiempo incubación, horas 3, 6 y 9 horas 
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consigue hidrolizar esta en torno al 10 % y no mejora al aumentar el tiempo de 
incubación. 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.8. Rendimiento de la reacción de hidrólisis de PC catalizada por PLDSC en ausencia de 
calcio 
 
4.2.1.2.- Influencia de la concentración de Ca(II)  
 
Si bien la enzima PLDSC era capaz de reaccionar con PC para liberar colina en 
ausencia de calcio, lo cual suponía una ventaja importante con respecto a PLDAH, los 
bajos rendimientos de la reacción hacían necesario mejorar el proceso. Con este 
propósito y teniendo en cuenta el importante efecto de activación que provoca el Ca(II) 
en la reacción catalizada por PLDAH, se decidió estudiar la influencia de este catión en 
la hidrólisis cuando esta es llevada a cabo con PLDSC. 
 
Para ello se realizó la hidrólisis con dos concentraciones distintas de Ca(II), 
comparando su rendimiento con el del proceso realizado en ausencia del catión. Las 
condiciones de reacción aparecen en la Tabla 4.3. 
 
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.9. Se puede observar que el 
área aumenta al efectuar la hidrólisis en presencia de Ca(II), es decir, que se genera una 
mayor cantidad de colina en el proceso, lo que significa que el catión aumenta el 
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rendimiento de la reacción PLDSC – PC. Esto demuestra que la actividad de la 
fosfolipasa se incrementa en presencia de Ca(II). 
 
[PLDSC], U·mL-1 104,17 
[PC inicial], mol·L-1 8,50·10-4  
[Ca(II)], mmol·L-1 0 / 1 / 10 
Tiempo incubación, horas 4,5  
 
Tabla 4.3. Condiciones de la reacción PLDSC – PC en el estudio de la influencia del calcio sobre la 
misma. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.9. Adición de las incubaciones PLDSC – PC sobre una disolución de ChOx. [ChOx] = 1,40 
U·mL-1. pH = 8. λexc = 286 nm; λem = 336 nm; ancho de banda espectral = 4 nm para ambos 
monocromadores. Azul: blanco (incubación realizada en ausencia del analito pero con las mismas 
concentraciones de enzima y etanol). Rosa: incubación realizada en ausencia de Ca(II). Verde y rojo: 
incubaciones realizadas en presencia de 1 y 10  mmol·L-1 de Ca(II) respectivamente. 
 
4.2.1.3.- Influencia del medio en la detección de la colina 
 
Cuando se adiciona un determinado volumen de las distintas incubaciones 
PLDSC – PC sobre la disolución de ChOx, hay una concentración “residual” de etanol, 
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fosfolipasa y Ca(II). Ya se ha comentado en la sección 4.1.2 que la cinética de la 
reacción ChOx – colina también se ve afectada por el calcio, volviéndose más lenta a 
medida que aumenta la concentración de Ca(II). Por otra parte, en el apartado 4.1.1 se 
expone como el etanol en el que está disuelto el analito también produce alteraciones en 
la reacción ChOx – colina. Por todo lo expuesto, se decidió estudiar como podría afectar 
el medio al área de la señal. 
 
Por un lado, el porcentaje de alcohol presente en la reacción de oxidación, en 
torno al 1 %, es tan bajo que, según los estudios ya realizados, se puede afirmar que no 
afecta a la enzima ChOx. Por otro lado, la concentración de PLDSC residual, 9,47 U·mL-
1, tampoco supone un problema; la única variación en la señal de fluorescencia que tiene 
lugar al añadir la enzima es la producida por el efecto de dilución.  
 
En cuanto al calcio, se decidió estudiar nuevamente el efecto del catión sobre la 
reacción ChOx – colina, pero con el mismo entorno (misma concentración de 
fosfolipasa y etanol) presente en la cubeta de medida al adicionar las incubaciones sobre 
la disolución de ChOx. Los resultados se recogen en la Figura 4.10, que muestra, por 
una parte, el aumento producido en las áreas obtenidas en la reacción ChOx – colina al 
adicionar las incubaciones llevadas a cabo en presencia de calcio con respecto a la 
realizada en ausencia del mismo (barras rojas). Por otra parte, expone la variación (con 
respecto al proceso realizado en ausencia de calcio) en las áreas de la reacción de 
oxidación llevada a cabo con colina (barras azules) utilizando el mismo entorno 
presente en las medidas realizadas con las incubaciones.  
 
Para las dos concentraciones de calcio que se estudiaron, el incremento que se 
produce en el área como consecuencia del aumento en el rendimiento de la hidrólisis es 
mucho mayor que el generado por el efecto del catión en la reacción ChOx – colina. De 
hecho, la concentración residual de calcio correspondiente a la incubación realizada en 
presencia de una concentración 1 mmol·L-1 no afecta a la reacción de oxidación (las 
áreas en ausencia y presencia del catión son iguales), sin embargo, el área generada por 
la colina liberada en la reacción de incubación llevada a cabo con esa misma 
concentración de calcio aumenta un 165 % con respecto a la realizada sin el catión. En 
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el caso de la incubación realizada utilizando una concentración 10 mmol·L-1 de calcio, 
la disminución en la velocidad del proceso de oxidación que genera el catión residual 
produce un incremento en el área del 46 % con respecto a la llevada a cabo sin Ca(II), 
mientras que el incremento en el rendimiento del proceso de hidrólisis produce un 
aumento en el área del 596 % con respecto a la obtenida para la hidrólisis realizada en 
ausencia del catión. Así, se puede confirmar que los incrementos en las áreas obtenidas 
al realizar el proceso PLDSC – PC en presencia de calcio se deben fundamentalmente a 
aumentos en la cantidad de colina liberada (mejoras en la reacción de hidrólisis) y no a 
la disminución de velocidad que provoca dicho catión en la reacción ChOx – colina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.10. Efecto del Ca(II) en el rendimiento de la reacción PLDSC – PC  y en la reacción de 
oxidación de colina. Rojo: incremento del área generada en la reacción ChOx – colina cuando se 
adicionan las incubaciones efectuadas en presencia de Ca(II) con respecto a la llevada a cabo en 
ausencia del catión. Azul: incremento del área generada en las reacciones ChOx – colina efectuadas en 
presencia de Ca(II) con respecto a una llevada a cabo en ausencia del catión. 
 
4.2.1.4.- Influencia del tiempo de hidrólisis 
 
Para estudiar el efecto del tiempo en la reacción PLDSC – PC, se llevaron a cabo 
varias reacciones en las mismas condiciones, salvo por el tiempo que se permitía a 
enzima y sustrato reaccionar. Las condiciones se muestran en la Tabla 4.4. 
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[PLDSC], U·mL-1 104,17 
[PC inicial], mol·L-1 8,75·10-4  
[Ca(II)], mmol·L-1 10 
Tiempo incubación, minutos 30 / 60 / 90 / 120 
 
Tabla 4.4. Condiciones de la reacción PLDSC – PC en el estudio de la influencia del tiempo sobre la 
misma. 
 
Cada uno de los puntos de la calibración llevada a cabo en esta experiencia para 
el cálculo de la colina liberada en la hidrólisis, se realizó en presencia de las mismas 
concentraciones “residuales” de etanol, Ca(II) y PLDSC existentes en la cubeta de 
medida cuando se adicionaba la fracción de reacción de hidrólisis sobre la disolución de 
ChOx. 
 
Para todos los casos se obtuvo un rendimiento del 100 %, es decir, toda la PC se 
había hidrolizado en el proceso. De hecho, ante estos resultados, se realizó una 
hidrólisis adicional a la que solamente se permitió reaccionar 5 minutos, en la cual el 17 
% de la PC reaccionó liberando colina, lo que indica la elevada velocidad de la reacción 
PLDSC – PC en presencia del catión Ca(II). 
  
4.2.2.- Estudio de la hidrólisis de PC en la reacción directa   
 
Una vez se ha visto que la reacción de hidrólisis se produce y que la velocidad 
de la misma es elevada, el siguiente paso es desarrollar la reacción simultánea entre la 
PC y las enzimas ChOx y PLDSC sin separar los procesos de hidrólisis y oxidación 
(según el proceso operativo descrito en el apartado 2.3.4). 
 
4.2.2.1.- Ensayos previos 
 
A.- Elección de condiciones  
 
En ausencia de datos sobre la reacción directa PLDSC – ChOx – PC, la señal que 
esperábamos obtener era similar a la resultante cuando se seguía la reacción directa 
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PLDAH – ChOx – PCC8 mediante la fluorescencia intrínseca de la enzima ChOx, es 
decir, una señal del mismo tipo que la que se origina en el proceso convencional ChOx 
– colina pero con una primera zona en la que la intensidad de fluorescencia de la enzima 
se incrementa progresivamente hasta alcanzar un valor máximo, originada por la 
progresiva liberación del resto colina en la hidrólisis. 
 
A la hora de elegir las condiciones iniciales para abordar la reacción simultánea 
hay que tener en cuenta una serie de factores: 
 
a.) Solubilidad de PC. La fosfatidilcolina no es soluble en agua pero sí en 
etanol. Su solubilidad aumenta a medida que aumenta el % de etanol en el agua. Por 
otro lado, el alcohol tiene un efecto en la señal, por lo que se decide utilizar la mínima 
cantidad de etanol que asegura la solubilidad de la PC, 5%. 
 
b.) Concentración de PLD. Puesto que no hay incubación, se elige utilizar una 
concentración de lipasa alta para asegurar que en la hidrólisis se produzca la mayor 
cantidad de colina en el menor tiempo posible, ya que en este caso no hay efecto de 
interferencias espectrales o filtro interno en la señal de la ChOx.  
 
c.) Concentración de calcio. Se ha visto que el calcio aumenta la velocidad del 
proceso de hidrólisis por lo que, teniendo en cuenta que su efecto en la señal de la colina 
oxidasa es pequeño, se decide ensayar la máxima concentración de las estudiadas hasta 
ahora (10 mmol·L-1), para asegurar un buen rendimiento en la reacción de hidrólisis.  
 
d.) pH. Se eligió un valor de pH = 8 para trabajar ya que parece ofrecer buenos 
resultados en ambos procesos, tanto el de hidrólisis de la PC como de la oxidación de la 
colina. 
 
En la Figura 4.11, se muestra la señal de la reacción directa PLDSC – ChOx – 
PC y la de una reacción “convencional” ChOx – colina llevadas a cabo en las 
 
                                   DETERMINACIÓN DE PC: ESTUDIO DE LAS DIFERENTES FOSFOLIPASAS 
 117
250
270
290
310
330
350
0 1000 2000 3000 4000 5000
Tiempo, s
In
te
ns
id
ad
 d
e 
flu
or
es
ce
nc
ia
, u
.r
.
tiempo, s
In
te
ns
id
ad
 d
e 
flu
or
es
ce
nc
ia
, u
.r
. 
condiciones elegidas, cuando ambas se monitorizan gracias a las variaciones en la 
intensidad de fluorescencia de la ChOx.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.11. Señales obtenidas para las reacciones ChOx – colina (azul) y PLDSC – ChOx – PC (rojo), 
cuando se siguen ambos procesos mediante la fluorescencia intrínseca de la enzima ChOx. [PLDSC] = 
170,45 U·mL-1 [ChOx] = 1,05 U·mL-1 [Ca(II)] = 10 mmol·L-1 [colina] = 2,57·10-5 mol·L-1 (registro azul) 
[PC] = 4,53·10-4 mol·L-1 (registro rojo); pH = 8. % etanol = 5 (solamente en el registro rojo). λexc = 286 
nm, λem = 336 nm, ancho de banda espectral = 3 nm, para ambos monocromadores. 
 
Se pueden realizar dos observaciones importantes: 
 
1. La señal que define el proceso directo entre el fosfolípido y ambas enzimas 
(registro rojo) tiene la forma esperada antes de comenzar el estudio (sigue el mismo 
patrón que la expuesta en los apartados 3.3.1 y 3.3.2, obtenida en la reacción directa 
PLDAH – ChOx – PCC8). Si la comparamos con la señal típica de la reacción de 
oxidación de la colina (registro azul), existe una primera zona característica en la que la 
intensidad de fluorescencia aumenta hasta alcanzar un máximo, justificada por el hecho 
de que la reducción de la ChOx en el proceso simultáneo no es instantánea como en la 
reacción convencional, es progresiva, al igual que la liberación de la colina en la 
hidrólisis. En el caso de la reacción directa en la que están implicados PC y PLDSC, el 
tiempo que tarda en alcanzar el máximo es mucho menor que en el proceso PCC8 – 
 
Determinación enzimática de lípidos que contienen un residuo de colina en su estructura  
118 
300
310
320
330
340
350
360
370
380
0 1000 2000 3000 4000
tiempo,s
In
te
ns
id
ad
 d
e 
flu
or
es
ce
nc
ia
, u
.r
.
In
te
ns
id
ad
 d
e 
flu
or
es
ce
nc
ia
, u
.r
. 
PLDAH – ChOx. Esto es debido a la mayor velocidad en la reacción de la enzima PLDSC 
en presencia de Ca(II). 
 
2. La segunda observación se refiere al aumento de intensidad observado en el 
registro tras la adición de PC sobre la disolución que contiene PLDSC, ChOx y Ca(II). 
Cuando la ChOx termina de reaccionar con la colina liberada en el proceso de hidrólisis, 
se oxida y la intensidad de fluorescencia debería bajar, por el efecto de dilución, hasta 
llegar a un valor ligeramente inferior al que tiene antes de la adición del fosfolípido. Sin 
embargo esto no ocurre y la señal final es superior a la esperada al final del proceso. 
Este incremento se estudia a fondo posteriormente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.12. Señales obtenidas en la reacción PLDSC – ChOx – PC para diferentes concentraciones 
del fosfolípido. [PLDSC] = 170,45 U·mL-1, [ChOx] = 1,42 U·mL-1, [Ca(II)] = 10 mmol·L-1, pH = 8, % 
etanol = 5. [PC] = 4,56·10-4 mol·L-1 (azul); 3,04·10-4 mol·L-1 (rojo); 2,28·10-4 mol·L-1 (verde). λexc = 286 
nm, λem = 336 nm, ancho de banda espectral = 3 nm, para ambos monocromadores. 
 
Una vez visto que la reacción en una etapa funciona y que se puede seguir a 
partir de la fluorescencia de la ChOx, se comprobó si la señal variaba en función de la 
concentración de PC, en un estudio dirigido fundamentalmente a buscar una relación 
entre el área de los registros y la concentración del lípido. En la Figura 4.12, se puede 
observar como el área encerrada bajo la señal obtenida en la reacción PLDSC – ChOx – 
PC aumenta al incrementar la concentración inicial del fosfolípido. También es 
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destacable que, en la primera zona de la señal, el tiempo durante el cual la intensidad de 
fluorescencia aumenta hasta alcanzar el máximo disminuye al reducir la concentración 
inicial de PC presente en el proceso simultáneo, hasta tal punto que la señal para la 
concentración más baja de PC que aparece en la figura es prácticamente igual a la de un 
proceso convencional ChOx – colina.  
 
Todas las reacciones y medidas se llevaron a cabo en las condiciones descritas 
en la Tabla 4.5. 
  
[PLDSC], U·mL-1 170,45 
[PC inicial], mol·L-1 2,32·10-4; 4,65·10-4; 9,29·10-4 
[Ca(II)], mmol·L-1 10 
[ChOx], U·mL-1 1,39 
pH 8 
% etanol 5 
λ excitación, nm 286 
λ emisión, nm 336 
Anchura de rendijas 3 nm para ambos monocromadores 
 
Tabla 4.5. Condiciones empleadas en cada uno de los puntos del calibrado de la reacción directa 
PLDSC – ChOx – PC. 
 
Se calcularon las áreas tal y como se muestra en la Figura 4.13. 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 4.13. Parámetro analítico utilizado en la calibración: área que delimita la señal 
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La Figura 4.14 muestra la existencia de una relación lineal entre el área de las 
señales obtenidas en el proceso directo y la concentración de PC. Este hecho es muy 
importante, ya que ofrece un excelente punto de partida para el desarrollo de una nueva 
metodología para la determinación de PC en la que el número de enzimas y pasos 
implicados en el análisis se reduce considerablemente, además de eliminar etapas de 
incubación. En la mayoría de procedimientos existentes para la determinación de PC, 
las reacciones de hidrólisis del fosfolípido y oxidación del resto de colina liberado no se 
realizan simultáneamente. Además, la señal analítica que utilizan no procede de la 
propia fluorescencia de la enzima ChOx, sino de complejos formados en una reacción 
adicional que implica a la enzima peroxidasa, como ya se ha comentado en la 
Introducción de la primera parte de esta memoria.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.14. Variación del área con la concentración de PC en la reacción directa PLDSC – ChOx – 
PC 
 
B.- Origen del aumento de la línea base 
 
Se plantearon diferentes hipótesis para explicar el aumento en la línea base que 
se produce tras la adición de PC. 
 
En un principio, se pensó que tal vez parte de la enzima ChOx permanecía 
reducida provocando ese incremento en la intensidad. Para comprobar esta hipótesis se 
realizó un ensayo en el que, una vez concluida la reacción directa PLDSC – ChOx – PC, 
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se adicionaba colina. El resultado se muestra en la Figura 4.15. La zona A recoge la 
señal de la mezcla de enzimas antes de producirse la reacción, la zona B muestra la 
variación de señal cuando se añade PC y la zona C, la variación de señal cuando se 
añade colina. La última adición del aminoalcohol demostró que la ChOx estaba oxidada, 
puesto que se volvió a producir la señal característica del proceso ChOx – colina, que no 
se habría observado si la enzima no se hubiese regenerado tras reaccionar con el 
fosfolípido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.15. Evolución de la intensidad de fluorescencia de la enzima ChOx tras la adición de 
diferentes sustratos. [Ca(II)] = 10 mmol·L-1. A: disolución de PLDSC  y ChOx. B: adición de PC. C: 
adición de colina. En la adición de PC: [PLDSC] = 170,45 U·mL-1 [ChOx] = 1,05 U·mL-1 [PC] = 
4,53·10-4 mol·L-1. En la adición de colina: [PLDSC] = 163,04 U·mL-1 [ChOx] = 1,00 U·mL-1  [colina] = 
2,46·10-5 mol·L-1. pH = 8. λexc = 286 nm, λem = 336 nm, ancho de banda espectral = 3 nm, para ambos 
monocromadores. 
 
La segunda hipótesis está relacionada con el etanol. Cuando se hace la reacción 
en dos pasos la concentración de etanol en la cubeta de medida está en torno al 1 % 
mientras que al hacerlo de forma directa es del 5 % aproximadamente, en ambos casos 
expresado como porcentaje del volumen total presente en la disolución. Para comprobar 
si el causante del aumento en la línea base era el etanol, se realizó un blanco de la 
reacción directa PLDSC – ChOx – PC, es decir, en lugar de adicionar un volumen 
determinado de la disolución del fosfolípido sobre la mezcla de enzimas, se adicionaba 
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ese mismo volumen de etanol. Los resultados del blanco se muestran en la Figura 4.16 
(línea azul) junto con la reacción del lípido (línea roja). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.16. Blanco de etanol en la reacción directa PLDSC – ChOx – PC. pH = 8. λexc = 286 nm, λem 
= 336 nm, ancho de banda espectral = 3 nm, para ambos monocromadores. A: Mezcla de PLDSC  y 
ChOx. B: Adición de 50 μL de PC (rojo) ó etanol (azul). [PLD] = 170,45 U·mL-1; [ChOx] = 1,39 U·mL-1; 
[Ca(II)] = 10 mmol·L-1; % etanol = 5; [PC]0 = 9,29·10-4 mol·L-1 (solamente en el registro rojo) 
 
La gráfica pone de manifiesto que el etanol no es responsable de ese aumento en 
la línea base. Esto último se puede ver claramente en la zona B del registro azul, que 
corresponde a la adición de un volumen de etanol igual al de disolución de PC 
adicionada en el registro rojo. Tras añadir el alcohol, no se produce ningún tipo de 
incremento en la señal, es más, esta disminuye ligeramente debido al efecto de dilución.  
 
Para la tercera hipótesis hay que centrarse en el fosfolípido. La PC está disuelta 
en etanol pero al adicionarla sobre la mezcla de enzimas el contenido final del alcohol 
está en torno al 5% en volumen, por lo que se aprecia una ligera turbidez, debida a la 
formación de agregados del lípido en el medio de reacción que, como ya sabemos, es 
fundamentalmente acuoso. Puesto que ya se había observado que el fosfolípido no 
presenta fluorescencia, a continuación se exponen los resultados de los estudios 
realizados para comprobar si la dispersión generada por los agregados que forma el 
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lípido es la responsable del aumento en la línea base que se produce tras la adición del 
mismo. 
  
Para ello se plantearon dos series de experimentos: 
 
1. Adiciones de diferentes concentraciones de PC (disuelta en etanol) sobre una 
disolución de ChOx, manteniendo en todos los casos una concentración final del 
5% en volumen de etanol (a, b, c y d).  
2. Adición de PC (disuelta en etanol) sobre tampon (e). 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.17. Adiciones de PC sobre ChOx  (a, b, c y d) o tampón (e). pH = 8. λexc = 286 nm, λem = 336 
nm, ancho de banda espectral = 3 nm, para ambos monocromadores. [ChOx] = 1,41 U.I·mL-1 (menos en 
“e”); % etanol = 5; A: 950 μL de ChOx o tampon. B: Adición de 50 μL de PC o etanol. a.- [PC] = 0 
mol·L-1 b.- [PC] = 1,00·10-4 mol·L-1 c.- [PC] = 5,01·10-4 mol·L-1 d.-  [PC] = 1,00·10-3 mol·L-1 e.- adición 
de PC sobre tampon; [PC] = 1,00·10-3 mol·L-1.  
 
La Figura 4.17 muestra los resultados obtenidos. De las señales a, b, c y d se 
puede concluir que la intensidad de fluorescencia aumenta al adicionar el fosfolípido: 
cuanto mayor es la concentración de este, mayor es el incremento observado en la señal. 
De hecho, para la concentración más baja que se estudió (b), 1,00·10-4 mol·L-1, el 
aumento es mínimo. En el registro en el que sólo se adiciona etanol (a), el único cambio 
en la intensidad se debe al efecto de dilución. Así, las variaciones en la fluorescencia 
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están originadas por el lípido, puesto que en ninguna de las medidas hay PLDSC, por lo 
que no se produce ni la hidrólisis de PC, ni la oxidación de colina. Además, ya se ha 
visto en la sección 3.2.1 que la ChOx no reacciona directamente con el residuo de 
colina cuando este aún está unido al lípido (esto se comprobó con el fosfolípido de 
cadena corta, PCC8).  
 
Por otra parte, el lípido también origina un aumento de intensidad cuando se 
adiciona directamente sobre la disolución amortiguadora empleada para solubilizar la 
enzima (e).  
 
Puesto que el lípido no es fluorescente, todos los resultados obtenidos indican 
que, cuando se sigue la reacción directa PLDSC – ChOx – PC mediante la fluorescencia 
intrínseca de la enzima ChOx, el aumento en la intensidad de fluorescencia que se 
genera al adicionar la disolución de PC en etanol sobre el medio acuoso de reacción, en 
el que están presentes ambas enzimas, es debido a la dispersión generada por el 
fosfolípido, que forma una suspensión estable en el medio en el que tiene lugar el 
proceso enzimático. De este modo, cuando la ChOx vuelve a su forma oxidada al final 
de la reacción, el valor final de intensidad de fluorescencia que se alcanza al regenerarse 
la enzima es la suma de la intensidad inicial generada por la disolución de ChOx y 
PLDSC y la dispersión originada por el lípido. 
 
C.- Influencia del etanol en la señal 
 
Puesto que el aumento de señal que se observa en la línea base parece ser debido 
a la dispersión del lípido en el medio, se decidió estudiar la cantidad de etanol necesaria 
para minimizar ese efecto sin que la reacción ChOx – colina se viese afectada. 
 
La influencia del alcohol en el proceso de oxidación de la colina, catalizado por 
la enzima ChOx, se expuso en el apartado 4.1.1. Al aumentar el porcentaje de etanol en 
el medio de reacción, la diferencia de intensidades entre la forma reducida y oxidada de 
la enzima disminuye, así como la velocidad del proceso. Cuando la cantidad de etanol 
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presente supera el 20 % en volumen, la señal se deteriora en exceso, impidiendo seguir 
la oxidación de colina mediante la fluorescencia intrínseca de la enzima. 
 
Para estudiar el efecto que tiene el porcentaje de etanol presente en el medio de 
reacción en la dispersión que origina el lípido, se realizaron adiciones de distintas 
disoluciones de PC en etanol sobre la disolución amortiguadora empleada en el proceso 
enzimático (TRIS/HCl pH = 8), de tal modo que la concentración de fosfolípido en el 
medio se mantenía constante, pero no la proporción de alcohol. Los porcentajes sobre el 
volumen final ensayados fueron 5, 10 y 20 %. Los resultados se muestran en la Figura 
4.18. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.18.  Dispersión generada por PC en función del porcentaje de etanol presente en el medio de 
reacción. [PC] = 9,58·10-4 mol·L-1. % etanol = 5 (A), 10 (B), 20 (C). λexc = 286 nm; λem = 336 nm. Ancho 
de banda espectral = 3 nm para ambos monocromadores. 
 
La dispersión está recogida a las longitudes de onda correspondientes a la 
fluorescencia intrínseca de la enzima ChOx. En la primera zona del registro, la cubeta 
de medida solamente contiene la disolución amortiguadora, que no presenta 
fluorescencia. Cuando se añade la disolución de PC, la señal aumenta de tal modo que, 
para una misma concentración, al incrementar el porcentaje de etanol en el medio, la 
dispersión y la señal de fondo disminuyen. La explicación para este hecho reside en el 
aumento de solubilidad del lípido que se produce en el medio al elevar la cantidad de 
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etanol en el mismo. No se hicieron pruebas con proporciones de etanol superiores al 20 
% en volumen porque, como se comentó antes, la reacción ChOx – colina se deteriora 
en exceso por encima de este valor. 
 
Por último se estudió el efecto del alcohol en la reacción simultánea PLDSC – 
ChOx – PC. Los porcentajes de alcohol ensayados fueron los mismos de la sección 
anterior, 5, 10 y 20% y los resultados se muestran en la Figura 4.19. En todos los 
experimentos realizados, tras añadir el lípido, la concentración de enzimas, Ca(II) y 
fosfolípido son iguales, así como el pH y disolución amortiguadora que lo regula.  
 
Figura 4.19. Señales obtenidas en la reacción directa PLDSC – ChOx – PC en función del porcentaje 
de etanol. [PLDSC ] = 169,81 U·mL-1; [ChOx] = 1,39 U·mL-1; [PC] = 9,93·10-4 mol·L-1; [Ca(II)] = 10 
mmol·L-1. % etanol = 5 (A); 10 (B); 20 (C). λexc = 286 nm, λem = 336 nm. Ancho de banda espectral = 3 
nm para ambos monocromadores. 
 
El seguimiento de la reacción se llevó a cabo mediante la fluorescencia 
intrínseca de la ChOx. El primer tramo de los registros, que llega aproximadamente 
hasta los 800 segundos, recoge la intensidad de la mezcla de enzimas y Ca(II) en 
tampon TRIS/HCl, pH = 8. El segundo tramo corresponde a la adición de la disolución 
de PC disuelta en etanol. La señal obtenida al elevar la cantidad de alcohol al 10% (B) 
en volumen no mejora con respecto al 5% (A). Al incrementar hasta 20% el porcentaje 
de etanol, se obtiene una señal absolutamente diferente que, al contrario que las 
obtenidas en los procesos realizados en un entorno con menor cantidad de alcohol, deja 
 
                                   DETERMINACIÓN DE PC: ESTUDIO DE LAS DIFERENTES FOSFOLIPASAS 
 127
de ser similar a la de la reacción ChOx – colina. Más adelante se hace referencia a esta 
señal como “señal atípica”, término que se usa para apuntar que la señal deja de ser 
parecida a la de un proceso ChOx – colina convencional. 
 
Los dos tipos de señales obtenidas pueden aportar posibilidades analíticas muy 
distintas. En lugar de elegir una de las dos para el estudio analítico posterior, se decidió 
seguir con el estudio individualizado de cada una de ellas y ver qué posibilidades 
ofrecían. Los resultados se presentan en los dos siguientes apartados. 
 
4.2.2.2.- Método basado en la utilización de altas concentraciones de etanol 
 
A.- Condiciones de aparición de la señal 
 
En un principio, podría pensarse que el gran incremento en la intensidad que se 
produce es debido a la dispersión generada al adicionar el lípido, pero los resultados 
obtenidos en el apartado 4.2.2.1 (B) no justifican un aumento tan grande en la señal de 
fluorescencia. Además, cuando la dispersión provocada por la PC es responsable del 
aumento de intensidad, éste se produce instantáneamente, no de un modo progresivo 
como sucede en la señal obtenida. Esto último se puede ver en la Figura 4.20 que es 
una ampliación de la señal C de la Figura 4.19. La forma en la que se produce la 
variación de señal sugiere que puede estar asociada a alguno de los procesos 
enzimáticos que tienen lugar (ya que no es inmediata), lo cual apoya la decisión de 
realizar un estudio más exhaustivo de la misma. 
 
Para entender a qué se debe la señal se va a profundizar un poco más en las 
condiciones exactas en las que se produce. Para ello se diseñaron los experimentos de la 
Tabla 4.6. 
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Figura 4.20. Ampliación de la señal obtenida en la reacción PLDSC – ChOx – PC cuando el medio 
tiene un 20 % en volumen de etanol. [PLDSC ] = 169,81 U·mL-1; [ChOx] = 1,39 U·mL-1; [PC] = 9,93·10-4 
mol·L-1; [Ca(II)] = 10  mmol·L-1. 
 
Registro [Ca(II)], 
mmol·L-1 
[PLDSC], 
U·mL-1 
[ChOx], 
U·mL-1 
% etanol (en 
volumen) 
[PC], 
mol·L-1 
A 10 166,67 1,64 20 1,07·10-3 
B 0 167,67 1,64 20 1,07·10-3 
C 10 167,67 1,64 20 0 
D 0 0 1,64 20 1,07·10-3 
E 10 0 1,64 20 1,07·10-3 
F 10 0 0 20 1,07·10-3 
 
Tabla 4.6. Diseño de experimentos destinado a profundizar en el origen de la señal atípica  
 
Los resultados se muestran en la Figura 4.21. 
 
Se puede descartar que la señal atípica sea debida a algún tipo de interacción 
entre el fosfolípido y la enzima ChOx, como se puede ver en los registros D y E, en los 
cuales se adiciona PC sobre una disolución de ChOx, en ausencia y presencia de Ca(II), 
respectivamente. El registro F, en el cual se adiciona el lípido sobre una disolución 
amortiguadora que solo contiene el catión, muestra como la señal tampoco es debida a 
ninguna interacción entre el calcio y el lípido. 
 
 
                                   DETERMINACIÓN DE PC: ESTUDIO DE LAS DIFERENTES FOSFOLIPASAS 
 129
F 
0
100
200
300
400
500
600
700
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
tiempo, s
In
te
ns
id
ad
 d
e 
flu
or
es
ce
nc
ia
. u
.r
.
A 
B C 
E D
F
In
te
ns
id
ad
 d
e 
flu
or
es
ce
nc
ia
, u
.r
. 
 
Figura 4.21. Estudio de condiciones en que aparece la señal atípica para la reacción PLDSC – ChOx – 
PC. pH de trabajo = 8. λexc = 286 nm, λem = 336 nm. Ancho de banda espectral = 3 nm para ambos 
monocromadores. Las concentraciones de reactivos en cada señal se corresponden a las mostradas en la 
Tabla 4.6.  
 
La reacción atípica se produce en las siguientes condiciones: 
 
1. Debe haber Ca(II) en disolución. Esto se deduce de la comparación de los 
registros A y B.  
2. Solo se produce cuando está presente el lípido (PC), lo que se deduce al 
comparar los registros A y C. 
3. Únicamente se da si está presente la enzima PLD, deducido de la 
comparación de los registros A y E. 
 
De las anteriores observaciones se puede concluir que la señal atípica está 
relacionada con el proceso de hidrólisis que cataliza la fosfolipasa en presencia de 
calcio. 
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Para completar los estudios anteriores se realizó un ensayo en el cual se llevaba 
a cabo el proceso ChOx – colina con concentraciones de aminoalcohol similares a las de 
PC estudiadas en el proceso directo y en el mismo entorno en el que transcurre la 
reacción simultánea PLDSC – ChOx – PC. De este modo, se pretendía comprobar si la 
reacción de oxidación de colina era la responsable de la nueva señal obtenida. 
 
La Figura 4.22, muestra la señal que resulta al adicionar colina (A) o PC (B), 
sobre una mezcla de PLDSC – ChOx. La concentración de analito en ambos casos es del 
orden de 1·10-3 mol·L-1, correspondiente a la de fosfolípido que origina la señal atípica. 
Como se ha comentado, la reacción ChOx – colina se realiza en el mismo medio que el 
proceso directo PLDSC – ChOx – PC, es decir, en la misma disolución amortiguadora y 
con las mismas concentraciones de fosfolipasa, Ca(II) y etanol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.22. Señales obtenidas en los procesos enzimáticos para concentraciones elevadas de analito 
en un medio con un 20 % en volumen de etanol. pH = 8. λexc = 286 nm, λem = 336 nm. Ancho de banda 
espectral = 3 nm para ambos monocromadores. A: Reacción ChOx – colina; [PLDSC] = 161,12 U·mL-1; 
[ChOx] = 1,54 U·mL-1; [Ca(II)] = 10  mmol·L-1; [colina] = 1,20·10-3 mol·L-1. B: Reacción PLDSC – 
ChOx – PC; [PLDSC] = 161,12 U·mL-1; [ChOx] = 1,54 U·mL-1; [Ca(II)] = 10  mmol·L-1; [PC] = 9,52·10-
4 mol·L-1. 
 
Como se puede observar en los registros, la reacción de oxidación de colina 
genera la señal esperada para concentraciones elevadas de aminoalcohol: tras añadir el 
analito se alcanza un máximo de intensidad correspondiente a la forma reducida de la 
ChOx y muy lentamente la enzima se va reoxidando a medida que el O2 difunde desde 
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la atmósfera hasta la disolución donde transcurre el proceso. El oxígeno captado se 
invierte en regenerar poco a poco a la enzima.  
 
Estos resultados vuelven a confirmar que esta elevada señal no tiene su origen 
únicamente en la reacción ChOx – colina puesto que, al llevarla a cabo con 
concentraciones de colina del mismo orden, en las mismas condiciones y entorno que el 
proceso simultáneo del fosfolípido, no se observa la misma señal. 
 
B.- Estudio del mecanismo de la señal  
 
Se desarrollaron diferentes hipótesis que permitiesen explicar el origen de esta 
señal. Se expondrán las dos que, en nuestra opinión, tenían una mayor probabilidad de 
ser verosímiles junto con los ensayos que se realizaron para evaluarlas. 
 
B.1.- Cambio en la cinética del proceso  
 
Como se ha ido viendo a lo largo de las Figuras 4.20 y 4.22, el proceso directo 
PLDSC – ChOx – PC realizado en un medio con un 20 % en volumen de etanol da lugar, 
cuando se trabaja con concentraciones de PC del orden de 1·10-3 mol·L-1, a una señal 
cuya forma se parece a la que se obtiene en la reacción GOx – glucosa [5] descrita en el 
CAPITULO 1 (pag. 13). La similitud entre ambas señales nos llevó a pensar en la 
posibilidad de que las constantes cinéticas de la enzima ChOx pudiesen variar en la 
reacción PLDSC – ChOx – PC, hasta llegar a un punto en el que k2 fuera mucho mayor 
que k1, como sucede en el caso de la GOx. Llegados a este punto, debemos recordar que 
para observar la variación de fluorescencia de la GOx en su reacción enzimática, debe 
agotarse el oxígeno en el medio donde transcurre.  
 
La Figura 4.23 muestra los resultados del estudio realizado para comprobar si la 
anterior hipótesis era correcta. Sobre una disolución de PLDSC, ChOx y Ca(II), 
amortiguada a pH = 8 (A), se adicionaba colina, de tal modo que la concentración de 
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ésta, 1,33·10-3 mol·L-1, superaba a la del oxígeno. La reacción ChOx – colina transcurría 
durante algunos minutos (B), tras lo cual se adicionaba la cantidad necesaria de una 
disolución de PC en etanol para lograr tener la concentración de fosfolípido y el 
porcentaje de alcohol responsables de la señal similar a la del proceso GOx – glucosa.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.23. Combinación de las reacciones ChOx – colina y PLDSC – ChOx – PC. A: disolución de 
PLDSC, ChOx y Ca(II). B: adición de colina. C: adición de PC. [colina]0 = 1,33·10-3 mol·L-1; [PC]0 = 
9,22·10-4 mol·L-1, [PLDSC] = 148,15 U·mL-1, [ChOx] = 1,23 U·mL-1, [Ca(II)] = 10  mmol·L-1. Todas las 
concentraciones están calculadas tras C, a excepción de la de colina, que lo está tras B.  pH = 8. λexc = 
286 nm, λem = 336 nm. Ancho de banda espectral = 3 nm para ambos monocromadores. 
 
Los resultados del estudio no parecen mostrar cambios en las constantes 
cinéticas de la enzima ChOx que puedan justificar la señal obtenida. En primer lugar, la 
adición de colina concentrada, genera la señal que cabe esperar para una concentración 
alta de colina, es decir, un aumento instantáneo de la intensidad de fluorescencia 
correspondiente a la formación, también instantánea, de la forma reducida de la enzima, 
ChOxFADH2. Si las constantes de velocidad de la enzima ChOx se hubiesen 
modificado debido a la presencia de Ca(II) o fosfolipasa y k2 fuese mayor que k1, 
veríamos una señal idéntica a la del proceso GOx – glucosa, en la que la intensidad de 
fluorescencia se incrementaría de un modo progresivo, puesto que la concentración 
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inicial de colina es mucho mayor que la de oxígeno en el medio de reacción. La adición 
posterior de PC sobre la reacción ChOx – colina, que ya está en marcha, confirma que la 
señal del proceso directo no puede ser debida a un cambio en las constantes cinéticas de 
la enzima ChOx, porque cuando se añade el lípido, todo el oxígeno de la disolución ha 
sido consumido en el proceso ChOx – colina, debido a la elevada concentración inicial 
del aminoalcohol que hay tras la primera adición. Si la cinética de la ChOx fuese similar 
a la de la GOx, adiciones posteriores de colina (en este caso procedente de la hidrólisis 
PLDSC – PC) no producirían cambios en la señal hasta que la concentración de oxígeno 
en la disolución aumentase. Es decir, la señal que se observa cuando se adiciona el 
lípido no puede ser debida a la reacción ChOx – colina, ni siquiera contemplando la 
posibilidad de que su cinética se haya modificado para parecerse a la del proceso GOx – 
glucosa. 
 
B.2.- Proceso asociado a la dispersión 
 
Todos los estudios realizados hasta ahora indican que la señal “atípica” está 
estrechamente relacionada con el proceso de hidrólisis: solo se obtiene el perfil de la 
señal cuando actúa la enzima fosfolipasa en presencia de Ca(II). 
 
Tras todos los experimentos realizados, la incógnita sigue siendo el origen de la 
señal, puesto que no parece estar relacionada con las variaciones de fluorescencia entre 
las formas reducida y oxidada de la colina oxidasa, ni siquiera contemplando una 
variación en las constantes cinéticas del proceso enzimático. Por todo esto, se estableció 
una nueva hipótesis, basada en que la señal atípica podía ser debida a la dispersión 
originada por el ácido fosfatídico, el producto de la reacción de hidrólisis de PC.  
 
Para comprobarlo se realizó un ensayo en el que se recogía la variación en la 
intensidad de fluorescencia intrínseca de la enzima ChOx antes y después de adicionar 
el volumen de ácido fosfatídico necesario para tener una concentración del mismo 
similar a la de PC existente al inicio de la reacción directa. El objetivo del experimento 
era comprobar la dispersión generada por el producto de la hidrólisis, por lo que el 
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medio sobre el que se adicionaba contenía cantidades de las dos enzimas y de calcio 
similares a las presentes en la reacción directa, además de estar al mismo pH de trabajo. 
Por otra parte, es obvio que la proporción de etanol existente tras la adición del ácido 
era la misma que la que se encuentra en la reacción que origina la señal atípica. Para 
simplificar, se asumió que la hidrólisis se produce al 100 %, por eso se fijó una 
concentración de producto igual a la inicial de fosfolípido existente en el proceso 
directo.  
 
Los resultados se muestran en la Figura 4.24. El registro B corresponde al 
ensayo descrito en el párrafo anterior. Se ha comparado este último con la señal que 
resulta tras añadir PC (registro A) en las mismas condiciones, que son las que producen 
la señal atípica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.24. Efecto de la dispersión generada por el producto de la hidrólisis en la fluorescencia 
intrínseca de la enzima ChOx. A: adición de PC. B: adición de ácido fosfatídico. [PC] = 1,12·10-3 mol·L-
1. [ácido fosfatídico] = 1,17·10-3 mol·L-1. [PLDSC ] = 166,67 U·mL-1, [ChOx] = 1,65 U·mL-1, [Ca(II)] = 
10 mmol·L-1, % etanol = 20 (v/v), pH = 8. λexc = 286 nm y λem = 336 nm. Ancho de banda espectral para 
ambos monocromadores = 5 nm. 
 
La anterior figura muestra como la dispersión generada por el producto de la 
reacción de hidrólisis no justifica la señal atípica. Si ésta tuviese su origen en la 
dispersión del ácido, la intensidad al adicionarlo en el medio de reacción (registro B) 
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habría alcanzado al menos el mismo valor obtenido al añadir el fosfolípido (registro A). 
De cualquier modo, los resultados de la figura parecen indicar que la señal tiene su 
origen en un efecto de dispersión puesto que, si se presta atención al registro originado 
por la PC, en el cual se mide la intensidad de fluorescencia durante un periodo de 
tiempo bastante mayor que en experimentos anteriores, se puede comprobar que aunque 
la intensidad se mantiene en el máximo durante mas de una hora, al final disminuye de 
un modo un tanto “irregular”. Este descenso se produce porque, a pesar de que nada 
más adicionar el fosfolípido se forma una suspensión estable, llega un momento en que 
empiezan a formarse agregados que terminan por decantar y desplazarse al fondo de la 
cubeta de medida, momento en el cual se observa la caída en la señal. Si se agita el 
contenido de la cubeta, la señal vuelve a incrementarse hasta el valor obtenido en el 
máximo.  
 
Tras añadir el ácido, la precipitación se produce de manera casi inmediata: la 
intensidad comienza a caer prácticamente desde el mismo momento en el que se realiza 
la adición. Además, no se observa el perfil de subida que acompaña a la reacción directa 
de la PC. En realidad esto es bastante lógico si atribuimos la señal anómala a la 
dispersión del ácido fosfatídico puesto que desde el mismo momento de su inyección ya 
está presente en la cubeta el producto de la hidrólisis, no se va generando 
progresivamente. Lo que no es coherente en relación a la señal atípica es el incremento 
de intensidad que produce el ácido antes de precipitar; es demasiado bajo respecto a la 
misma. 
 
A pesar de que hay una clara diferencia en el aumento de intensidad que origina 
la PC y el ácido fosfatídico, parte de los resultados obtenidos parecen seguir 
sosteniendo la hipótesis de que la señal está originada por un fenómeno de dispersión. 
Por este motivo, se ideó una experiencia basada en la monitorización de la señal de 
fluorescencia de un fluoróforo externo incluido en el medio en el que se produce la 
reacción que genera la señal atípica. 
 
La Figura 4.25 muestra la variación en la intensidad emitida por la fluoresceína 
a lo largo de la reacción directa PLDSC – PC – ChOx. Se puede observar que el perfil de 
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variación de la señal es exactamente igual que el obtenido en los procesos cuando se 
monitorizan a través de la fluorescencia intrínseca de la enzima ChOx. Esto parece 
apoyar firmemente la hipótesis que propone que el origen de la señal atípica reside en 
fenómenos de dispersión generados por la formación de compuestos insolubles en el 
medio de reacción. Si la señal tuviese su origen en cambios de la fluorescencia 
intrínseca de la flavoenzima, no debería verse ningún cambio en la intensidad de la 
fluoresceína, compuesto absolutamente externo y ajeno al proceso enzimático. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.25. Evolución de la intensidad emitida por la fluoresceína a lo largo del proceso directo 
PLDSC – PC – ChOx. [PC] = 1,23·10-3 mol·L-1, [PLDSC] = 165,44 U·mL-1, [ChOx] = 1,50 U·mL-1, 
[Ca(II)] = 10  mmol·L-1, % etanol = 20 (v/v), pH = 8. λexc = 490 nm y λem = 520 nm. Ancho de banda 
espectral para ambos monocromadores = 3 nm. 
 
La Figura 4.26 confirma la hipótesis. En ella puede verse la evolución de la 
absorción a 286 y 336 nm en la reacción directa PLDSC – PC – ChOx. Como en todos 
los registros obtenidos hasta ahora, en la primera zona se recoge la señal base del medio 
de reacción y en la segunda se observa la variación de la misma tras añadir el 
fosfolípido a la mezcla de enzimas y calcio. Se puede observar que el perfil que define 
la evolución en la señal de absorción es similar al obtenido en fluorescencia para la 
señal atípica, lo que indica, junto con el aspecto visual del medio de reacción en el 
transcurso de la misma, que la dispersión es la causa de la señal. 
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Figura 4.26. Variación de absorbancia  a dos longitudes de onda a lo largo del proceso directo PLDSC 
– PC – ChOx. [PC] = 1,23·10-3 mol·L-1, [PLDSC] = 165,44 U·mL-1, [ChOx] = 1,50 U·mL-1, [Ca(II)] = 10 
mmol·L-1, % etanol = 20 (v/v), pH = 8. 
 
Se ha visto como el ácido fosfatídico no produce un aumento de intensidad tan 
grande como el observado en la reacción directa. Se planteó que el motivo de este 
fenómeno podía residir en una posible diferencia en el tamaño de las partículas de los 
agregados que se forman en la reacción con respecto a los que se originan al añadir el 
producto de la reacción directamente. No obstante hay que tener presente la posibilidad 
de que algún otro producto de la reacción sea el responsable de la señal. 
 
Por último, se llevaron a cabo dos reacciones de forma simultánea. Una se 
desarrollo en el compartimento de medida del fluorímetro, registrando la variación de 
fluorescencia, de tal modo que se obtuvo la señal atípica esperada. La otra trascurrió en 
el exterior, grabando en vídeo su evolución hasta el final de la misma. Se pudo observar 
que en un determinado momento la disolución empieza a tornarse turbia y aparecen 
agregados, momento que coincide con el fuerte aumento de fluorescencia y la aparición 
de la señal atípica.  
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C.- Aplicación analítica de la señal  
 
En los apartados anteriores se ha estudiado en que condiciones se obtiene la 
señal atípica, concluyendo que es consecuencia de la reacción de la lipasa con PC. Dado 
el gran aumento de intensidad de fluorescencia producido, se decidió evaluar las 
posibilidades analíticas de esta señal.  
 
Para ello se estudió cómo se modificaba la señal del proceso PLDSC – ChOx – 
PC al variar la concentración del lípido. En cada uno de los procesos llevados a cabo, 
tras realizar la adición del fosfolípido, el medio de reacción tenía un 20 % en volumen 
de etanol. Los resultados obtenidos aparecen en la Figura 4.27.  
 
En la parte I se muestran todos los registros y se observa que hay tres tipos de 
señales: 
  
1. Para bajas concentraciones de PC, en el rango de 2,58·10-5 - 1,03·10-4 mol·L-1 
(señales A, B, C y D), recogidas en la parte II, la señal que se obtiene es similar a la del 
proceso PLDSC – ChOx – PC cuando la proporción de etanol en el medio es del 5 % en 
volumen, es decir, se obtienen las señales típicas ChOx - colina. La Figura 4.28 
muestra la evolución de las áreas bajo los registros obtenidos en función de la 
concentración de lípido. Existe una relación lineal entre ambos hasta [PC]0 = 5,15·10-5 
mol·L-1. Teniendo en cuenta la pendiente obtenida y la de la Figura 4.14, que recoge los 
resultados de las reacciones en las que concentración de etanol es del 5 % en volumen, 
se puede concluir que esta forma de trabajo parece conducir a una mejora en la 
sensibilidad de casi un orden de magnitud, si bien acorta el rango de respuesta lineal. 
 
2.  Para altas concentraciones de PC, en el rango 2,58·10-4 - 1,03·10-3 mol·L-1 (F, G, 
H), se obtienen las señales atípicas. Se muestran ampliadas en la parte III. Se observa 
que al variar la concentración de PC se incrementa tanto el valor máximo de intensidad 
al que se llega como el tiempo que tarda en alcanzarse, lo que parece indicar de nuevo 
que esta señal describe la cinética de la reacción y que las variaciones de intensidad 
podrían tener utilidad analítica. En la Figura 4.29 se puede ver la evolución de la 
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Figura 4.27. Evolución de la señal en el proceso PLDSC – ChOx – PC al variar la concentración de 
fosfolípido. [PLDSC] = 166,67 U·mL-1, [ChOx] = 1,57 U·mL-1, [Ca(II)] = 10 mmol·L-1, pH = 8, % etanol 
= 20% (v/v). [PC]0 = 2,58·10-5 mol·L-1 (A), 5,16·10-5 mol·L-1 (B), 7,93·10-5 mol·L-1 (C), 1,03·10-4 mol·L-1 
(D), 1,29·10-4 mol·L-1 (E), 2,58·10-4 mol·L-1 (F), 5,16·10-4 mol·L-1 (G), 1,03·10-3 mol·L-1 (H). λexc = 286 nm 
y λem = 336 nm; ancho de banda espectral = 3 nm para ambos monocromadores. 
I.- Registro obtenido para todo el rango de concentraciones estudiado. 
II.- Detalle de las señales en la zona de bajas concentraciones de PC.   
III.- Detalle de las señales en la zona de altas concentraciones de PC. 
 IV.- Registro obtenido para [PC]0 = 1,29·10-4 mol·L-1(E). 
 intensidad de fluorescencia en cada momento de la reacciónseñal normalizada
intensidad de fluorescencia al final de la reacción
=  
 
diferencia entre la intensidad máxima alcanzada y la intensidad al principio de la 
reacción en función de la concentración inicial de PC, observándose que la señal 
aumenta con la concentración. Se han representado las inversas de ambos parámetros. Si 
se utiliza como señal analítica el tiempo, por ejemplo el que transcurre hasta que la 
intensidad alcanza un valor igual al 30 % de la intensidad máxima (t30%), los resultados 
obtenidos son los de la Figura 4.30, que muestra una variación lineal al representar las 
inversas de t30% y de la concentración de PC. Se ha intentado buscar un modelo 
matemático que justifique de forma teórica estas señales, no obstante no se ha hallado 
ninguno que las describa de un modo satisfactorio y que pueda plasmarse en una 
ecuación sencilla. 
 
3. Hay una concentración intermedia, 1,29·10-4 mol·L-1 (E), que parece una 
concentración de transición entre los dos tipos de señales observados (parte IV). 
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Figura 4.28. Variación del área con la concentración de PC. Rango de bajas concentraciones. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.29. Variación del incremento en la intensidad de fluorescencia con la concentración de PC. 
Rango de altas concentraciones. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.30. Evolución de t30 % en función de la concentración de PC. t30 % : tiempo que tarda la 
intensidad de fluorescencia en alcanzar un valor igual al 30 % de la intensidad máxima. 
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D.- Conclusiones sobre la señal “atípica”  
 
La señal atípica se obtiene para elevadas concentraciones de etanol (20%) y 
analito. A lo largo de las secciones anteriores se han expuesto los resultados que llevan 
a concluir que la señal atípica está causada por un efecto de dispersión que nada tiene 
que ver con variaciones en la fluorescencia intrínseca de la ChOx. Parece haber 
evidencias de que podría ser el ácido fosfatídico, producto de la reacción de hidrólisis 
formado en el seno de la disolución, el responsable de la turbidez y formación de los 
agregados que originan la dispersión, aunque también es cierto que se baraja la 
posibilidad de que pueda ser otro producto liberado en la hidrólisis.  
 
Parece claro también que el perfil está asociado a la cinética del proceso de 
hidrólisis, lo que hace a la señal interesante desde un punto de vista analítico, puesto 
que, como se ha visto, el incremento de intensidad y el tiempo que tarda en llegar al 
máximo están relacionados con la concentración del fosfolípido.  
 
A pesar de la existencia de cierto potencial analítico que ofrecen las señales 
obtenidas, se decidió no seguir investigando más sobre la sustancia responsable de la 
dispersión, puesto que el objetivo fundamental de este trabajo es desarrollar 
metodología basada en la fluorescencia de la enzima ChOx. 
 
Por otro lado, se ha mencionado que manteniendo un porcentaje alto de etanol 
(20%), se obtiene una sensibilidad un orden de magnitud mayor que al utilizar 
concentraciones bajas del alcohol (5%), todo esto al representar las áreas encerradas 
bajo señales del tipo ChOx – colina frente a la concentración del analito. Llegados a este 
punto, podría resultar interesante desarrollar metodología para bajas concentraciones de 
PC basada en este último tipo de señales y porcentajes elevados de etanol. Se decidió no 
continuar con este estudio porque cualquier mejora en la hidrólisis (resultante por 
ejemplo de un estudio de optimización de la cantidad del catión) podría conducir a un 
aumento en la cantidad de los productos de reacción, dando lugar de nuevo a la señal 
atípica. 
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4.2.2.3.- Método basado en la utilización de bajas concentraciones de etanol  
 
En este apartado se estudiará el método que emplea concentraciones bajas de 
etanol, para el cual no se obtienen las señales atípicas. A continuación se exponen los 
resultados obtenidos en los experimentos realizados para ver el efecto del pH y de las 
concentraciones de Ca(II), fosfolipasa y ChOx sobre el proceso directo y la señal 
observada al seguirlo mediante la fluorescencia de la enzima ChOx. Recordemos que 
las reacciones se llevan a cabo en un medio con una composición del 5 % en volumen 
de etanol.  
 
A.- Influencia del calcio 
 
El efecto del catión Ca(II) sobre las reacciones de hidrólisis y oxidación, 
analizadas por separado, ya se ha ido tratando a lo largo de este trabajo. Esta sección va 
un paso más allá y examina su influencia cuando ambos procesos se llevan a cabo 
simultáneamente. Para ello, se realizaron varias reacciones PLDSC – ChOx – PC según 
las condiciones descritas en la Tabla 4.7. 
 
[PLDSC], U·mL-1 166,67 
[PC inicial], mol·L-1 6,90·10-4 
[Ca(II)], mmol·L-1 0, 11, 21, 42 y 100 
[ChOx], U·mL-1 1,52 
pH 8 
% etanol 5 
λ excitación, nm 286 
λ emisión, nm 336 
Anchura de rendijas 5 nm para ambos monocromadores 
 
Tabla 4.7. Condiciones de reacción y parámetros de medida en el estudio de la influencia del calcio en 
el proceso PLDSC – ChOx – PC. 
 
La Figura 4.31 muestra las señales obtenidas en la reacción directa para cada 
una de las concentraciones de calcio utilizadas. En el eje de ordenadas se ha 
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representado la diferencia entre la intensidad de fluorescencia en cada momento de la 
reacción (I) y la intensidad al final de la misma (IF), cuando la enzima ChOx recupera 
su forma oxidada. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.31. Influencia del calcio en el proceso PLDSC  – ChOx – PC. 
 
 La Figura 4.32, recoge la evolución de las áreas con la concentración del catión. 
 
 Tras revisar los resultados, la primera observación remarcable que se puede 
realizar es que la diferencia entre la señal obtenida en ausencia de calcio y la 
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correspondiente a una concentración 11 mmol·L-1 es muy pequeña, es decir, apenas hay 
variaciones en los procesos directos descritos por estas señales. Esta conclusión difiere 
significativamente de la obtenida al estudiar la reacción de hidrólisis de un modo 
independiente, donde el rendimiento de la misma aumentaba de manera importante al 
incrementar la concentración de Ca(II) desde 0 a 10 mmol·L-1. Esto denota el diferente 
comportamiento cinético de la reacción de hidrólisis dependiendo de si está enmarcado 
en el proceso global o si se efectúa de un modo independiente a la reacción ChOx-
colina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.32. Evolución de las áreas para las señales obtenidas en el proceso PLDSC – ChOx – PC 
cuando se modifica la concentración de Ca(II) en el medio de reacción.  
 
La segunda observación a la que se llega es que el área y el tiempo de reacción 
se incrementan al elevar la cantidad de catión presente en el medio, obteniéndose el 
valor máximo para la concentración 42 mmol·L-1 de Ca(II). A partir de esta cifra, la 
señal obtenida no parece mejorar, de hecho su área disminuye de nuevo, tal y como 
muestra el registro de la reacción llevada a cabo con la concentración de calcio más alta 
de las estudiadas (100 mmol·L-1). El aumento en el área es debido a la suma de dos 
efectos originados por el calcio: el incremento en el rendimiento del proceso de 
hidrólisis y la disminución en la velocidad de la reacción de oxidación. En todo caso, el 
efecto global de incremento de área que se observa al elevar la concentración de Ca(II) 
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hasta 42 mmol·L-1 es positivo, puesto que permite mejorar considerablemente la 
sensibilidad del método. 
 
B.- Influencia de la concentración de PLD 
 
Siguiendo la línea del apartado anterior, se estudió el efecto de la concentración 
de fosfolipasa en el proceso simultáneo. Para este propósito, se llevaron a cabo varias 
reacciones PLDSC – ChOx – PC según las condiciones descritas en la Tabla 4.8. Es 
importante remarcar que en estos experimentos se fijó la concentración de Ca(II) en 42 
mmol·L-1, óptimo obtenido en la sección anterior. 
 
[PLDSC], U·mL-1 40,06 / 80,12 / 160,24 / 320,48 
[PC inicial], mol·L-1 6,90·10-4 
[Ca(II)], mmol·L-1 42 
[ChOx], U·mL-1 1,52 
pH 8 
% etanol 5 
λ excitación, nm 286 
λ emisión, nm 336 
Anchura de rendijas 5 nm para ambos monocromadores 
 
Tabla 4.8. Condiciones de reacción y parámetros de medida en el estudio de la influencia de la 
concentración de fosfolipasa en el proceso PLDSC  – ChOx – PC. 
 
La Figura 4.33 recoge las señales obtenidas en la reacción directa para cada una 
de las concentraciones de fosfolipasa estudiadas. El eje de ordenadas muestra la 
diferencia entre la intensidad de fluorescencia en cada momento de la reacción y la 
intensidad al final de la misma, cuando la enzima ChOx se ha regenerado. La Figura 
4.34, muestra la evolución de las áreas con la concentración de fosfolipasa. 
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Figura 4.33. Influencia de la concentración de fosfolipasa en el proceso PLDSC – ChOx – PC. Verde: 
[PLD] = 320,48 U·mL-1. Rojo: [PLD] = 160,24 U·mL-1. Naranja: [PLD] = 80,12 U·mL-1. Azul: [PLD] = 
40,06 U·mL-1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.34. Evolución de las áreas obtenidas para las señales que origina el proceso PLDSC – ChOx 
– PC cuando se modifica la concentración de fosfolipasa  en el medio de reacción. 
 
Los resultados muestran como al aumentar la concentración de fosfolipasa se 
incrementa el tiempo que tarda la enzima ChOx en oxidarse y el área de la señal, lo que 
indica que se genera más colina en el proceso de hidrólisis. En realidad esta 
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consecuencia es bastante lógica, puesto que se ha elevado la cantidad de enzima 
responsable de la liberación del residuo de colina del fosfolípido.  
 
No se ensayaron concentraciones superiores a 320,48 U·mL-1 porque con las 
estudiadas queda clara la tendencia que describe la señal con la concentración de lipasa. 
Aumentar más la concentración de PLD supondría un alto e innecesario gasto de 
enzima. La Figura 4.35 refleja dicha tendencia. Muestra los incrementos en la 
concentración de enzima y el área de las señales obtenidas en relación con los valores 
más bajos de estos dos parámetros que han sido estudiados, correspondientes a la 
reacción llevada a cabo con 40,06 U·mL-1 de PLD. Atendiendo a los datos de la figura, 
se puede observar que en el proceso llevado a cabo con 320,48 U·mL-1 de fosfolipasa, la 
concentración de esta última se ha aumentado 8 veces en relación a la menor de las 
estudiadas, mientras que el área se multiplica por 4. La concentración inmediatamente 
anterior, 160,24 U·mL-1, proporciona un área aproximadamente 3 veces mayor que la 
reacción desarrollada con 40,06 U·mL-1 de PLD, mientras que la concentración se 
incrementa 4 veces.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.35. Variación de la concentración (azul) y del área obtenida (rojo) con respecto a las de la 
reacción llevada a cabo con 40,06 U·mL-1 de PLD.  
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Si bien la sensibilidad se mejora al aumentar la concentración de lipasa hasta 
valores en torno a 320 U·mL-1, se continuó trabajando con concentraciones de enzima 
del orden de 160 U·mL-1. A priori, el gasto extra de enzima no justifica el incremento de 
área obtenido. 
 
Al margen de las conclusiones obtenidas al estudiar la influencia de la 
concentración de fosfolipasa, es remarcable la forma de la señal obtenida para las 
concentraciones más elevadas de enzima. Hasta ahora, salvo por el incremento 
progresivo en la intensidad de fluorescencia observado en los primeros instantes de 
reacción (ya explicado con anterioridad en este trabajo), la señal obtenida en el proceso 
directo PLD - ChOx - PC ha sido básicamente igual a la de la reacción ChOx – colina. 
Sin embargo, en las señales citadas parece haber dos perfiles de reacción diferentes 
solapados entre sí, como se puede ver en la Figura 4.36, en la que aparece la señal 
obtenida para el proceso que transcurre con la mayor concentración de fosfolipasa de 
los estudiados, además de los perfiles que parecen distinguirse en ella. En la sección 
4.35 se propone una explicación a este fenómeno, también observado en PLDSP. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.36. Combinación de perfiles de reacción en el proceso PLDSC – ChOx – PC.  
λexc = 286 nm, λem = 336 nm, ancho de banda espectral = 5 nm. [PC]0 = 6,90·10-4 mol·L-1. [PLDSC] = 
320,48 U·mL-1, [ChOx] = 1,52 U·mL-1, [Ca(II)] = 42  mmol·L-1, % etanol = 5 (v/v), pH = 8.  
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C.- Influencia de la concentración de colina oxidasa 
 
Para la realización de este estudio, se llevaron a cabo 3 reacciones PLDSC - 
ChOx - PC en las que se fijaron todos los parámetros excepto la concentración de 
flavoenzima, tal y como se puede ver en la Tabla 4.9.  
 
[PLDSC], U·mL-1 160,15 
[PC inicial], mol·L-1 6,90·10-4 
[Ca(II)], mmol·L-1 42 
[ChOx], U·mL-1 0,91 - 1,82 - 3,64  
pH 8 
% etanol 5 
λ excitación, nm 286 
λ emisión, nm 336 
Anchura de rendijas 5 nm para ambos monocromadores 
 
Tabla 4.9. Condiciones de reacción y parámetros de medida en el estudio de la influencia de la 
concentración de colina oxidasa en el proceso PLDSC  – ChOx – PC. 
 
La Figura 4.37 muestra los registros obtenidos en la reacción directa para cada 
una de las concentraciones de colina oxidasa estudiadas. El eje de ordenadas recoge la 
diferencia entre la intensidad de fluorescencia en cada momento de la reacción y la 
intensidad al final de la misma, cuando la enzima ChOx vuelve a su forma oxidada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.37. Influencia de la concentración de colina oxidasa en el proceso PLDSC  – ChOx – PC. 
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En la Figura 4.38, se ha representado la evolución del área y de la diferencia de 
intensidad entre la forma oxidada y reducida de la enzima ChOx frente a la 
concentración de ésta última para cada uno de los procesos directos estudiados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.38. Variación del área (azul) y de la diferencia de intensidad de la señal obtenida (rojo) con 
respecto a la concentración de ChOx. 
 
Estos dos parámetros son esenciales para escoger la concentración óptima de 
colina oxidasa. A partir de ellos, se puede descartar el uso de concentraciones bajas de 
enzima puesto que, si bien el área obtenida es aceptable, la escasa diferencia de 
intensidad entre las dos formas de la enzima podría dificultar el seguimiento de la 
reacción a través de su fluorescencia. Atendiendo a los datos obtenidos para las dos 
concentraciones más altas, sus áreas son similares, pero la diferencia de intensidad entre 
ChOx y ChOx·H2 aumenta al elevar la cantidad de enzima, lo que facilita la 
identificación de la señal y el seguimiento del proceso. Este incremento es lógico, 
puesto que la intensidad inicial que ofrece la enzima también es mayor al aumentar su 
concentración. A pesar de esta mejora, el uso de altas cantidades de ChOx puede 
suponer una desventaja ya que, si se elevase demasiado la concentración de esta, la 
velocidad a la que se consume la colina liberada en la hidrólisis podría llegar a ser 
excesiva. Así, para concentraciones bajas de analito, la rápida oxidación del mismo 
dificultaría la monitorización del proceso global a través de la fluorescencia de la colina 
oxidasa: podría llegarse a una situación en la que la enzima se regenerase tan rápido 
que, en la escala de tiempos asociada a la visualización de la señal, no se percibiesen 
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cambios de fluorescencia. En el caso de los procesos llevados a cabo en este estudio, no 
se llega a esta situación aunque, para la mayor de las concentraciones de ChOx 
testeadas, sí que se percibe una disminución del tiempo en el que la enzima consume el 
producto liberado y se regenera hasta llegar a la intensidad correspondiente a su forma 
oxidada. Esto se puede observar en la Figura 4.37. 
 
Teniendo en cuenta todo lo expuesto, se puede concluir que no es recomendable 
utilizar concentraciones bajas de ChOx. La elección entre valores de la misma similares 
o mayores a los usados hasta ahora en el proceso directo no es tan evidente, ya que hay 
que tener en cuenta la concentración de analito que se estima va a estar presente. Por 
otra parte, modificando la anchura de rendijas del instrumento se podría conseguir 
aumentar la diferencia de intensidad entre las formas oxidada y reducida de la enzima 
sin tener que elevar su concentración.  
 
D.- Influencia del pH  
 
Es el último de los parámetros que se estudió, efectuado varios procesos directos 
según las condiciones expuestas en la Tabla 4.10. 
 
[PLDSC], U·mL-1 170,36 
[PC inicial], mol·L-1 5,62·10-4 
[Ca(II)], mmol·L-1 42  
[ChOx], U·mL-1 1,52  
pH 7, 8 y 9 
% etanol 5 
λ excitación, nm 286 
λ emisión, nm 336 
Anchura de rendijas 5 nm para ambos monocromadores 
 
Tabla 4.10. Condiciones de reacción y parámetros de medida en el estudio de la influencia del pH en 
el proceso PLDSC – ChOx – PC. 
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La Figura 4.39 muestra los registros obtenidos al medir la intensidad de 
fluorescencia a lo largo del tiempo en cada una de las reacciones llevadas a cabo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.39. Señales obtenidas en el estudio de la influencia del pH sobre proceso PLDSC – ChOx – 
PC. 
 
Si se pretende utilizar la variación de fluorescencia de la enzima ChOx para 
monitorizar la reacción, se puede descartar el uso de medios amortiguados a pH 7 
porque, como se puede observar en el registro, para estos valores desaparece la señal del 
tipo ChOx – colina que se ha estado obteniendo a lo largo de todos los procesos directos 
desarrollados con un porcentaje del 5% en etanol. 
 
El área de la señal disminuye considerablemente para el más alto de los pHs 
testeados, se reduce aproximadamente un 46 % con respecto a la de la reacción llevada 
a cabo a pH = 8 por lo que, ya sea por una disminución en la velocidad del proceso de 
hidrólisis, por un aumento en la velocidad de la reacción de oxidación del resto de 
colina, o por ambos simultáneamente, no parece aconsejable amortiguar el pH del 
medio por encima de 8. 
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E.- Calibración y características analíticas 
 
El estudio de calibración se desarrolló en las condiciones que se presentan en la 
Tabla 4.11. Se fijo una concentración de Ca(II) 42 mmol·L-1 para mejorar en lo posible 
la sensibilidad del método. Respecto a la concentración de ChOx, con el objetivo de 
evitar en lo posible una regeneración demasiado rápida de la enzima para bajas 
concentraciones de analito que impidiese ver una señal, se tomo un valor en torno al 
intermedio de los estudiados (1,8 U·mL-1). 
 
 [PLDSC], U·mL-1 159,76 
[PC inicial], mol·L-1 2,29·10-4; 4,58·10-4; 9,31·10-4 
[Ca(II)], mmol·L-1 42 
[ChOx], U·mL-1 1,78 
pH 8 
% etanol 5 
λ excitación, nm 286 
λ emisión, nm 336 
Anchura de rendijas 5 nm para ambos monocromadores 
 
Tabla 4.11. Condiciones empleadas en cada uno de los puntos del calibrado de la reacción directa 
PLDSC – ChOx – PC. 
  
 En la Figura 4.40 se han representado las áreas obtenidas al desarrollar el 
proceso directo PLDSC – ChOx – PC frente a cada una de las concentraciones del lípido 
ensayadas. El cálculo de las mismas se llevó a cabo de acuerdo con lo expuesto en la 
sección 4.2.2.1 A (Figura 4.13). Se puede observar que existe una relación lineal entre 
ambos parámetros, con un coeficiente de regresión adecuado. 
 
 Los resultados de la Figura 4.40 presentan un método aplicable a la 
determinación de PC. A continuación, se exponen las características analíticas del 
mismo. La precisión del método (expresada como desviación estándar relativa, DER) se 
calculó a partir de las áreas obtenidas al llevar a cabo cinco réplicas de la reacción 
directa PLDSC – ChOx – PC con una misma concentración del lípido (6,90·10-4 mol·L-1) 
y en las mismas condiciones que las correspondientes al calibrado presentado en la 
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Figura 4.40. La DER obtenida es del 6,77 %. En cuanto al límite de detección y rango 
lineal del método, tal y como sucedía con los presentados en el CAPÍTULO 3 para el 
método desarrollado con la PLDAH, se pueden mejorar efectuando cambios en las 
concentraciones de fosfolipasa o colina oxidasa (especialmente de la primera). No 
obstante, en las condiciones empleadas el método ha mostrado linealidad en todo el 
rango de concentraciones estudiadas, siendo la mayor 9,31·10-4 mol·L-1. Respecto al 
límite de detección, expresado como el cociente entre tres veces la desviación estándar 
de las áreas obtenidas para 10 réplicas de un blanco y la pendiente, se obtuvo un valor 
de 1,87·10-6 mol·L-1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.40. Relación entre el área y la concentración de fosfolípido en la reacción directa PLDSC – 
ChOx – PC. 
  
4.2.3.- Estudio de selectividad de la enzima PLDSC respecto a PC: hidrólisis de SM  
 
Ya se comentó que las fuentes bibliográficas e información comercial afirman 
que la enzima PLDSC también es capaz de actuar con SM, por lo que en esta parte del 
trabajo se estudia la reacción de hidrólisis de SM catalizada por PLDSC para conocer si 
este lípido puede suponer o no una interferencia en la determinación de PC.  
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4.2.3.1.- Reacción en dos pasos  
 
Se comenzó realizando la reacción en dos pasos con el fin de averiguar si la 
enzima PLDSC era capaz de hidrolizar a la SM. El procedimiento operativo es el descrito 
en el apartado 2.3.3.  
 
Se llevaron a cabo 2 incubaciones PLDSC – SM en las que todas las condiciones 
eran iguales, salvo que una de ellas se realizó en presencia de Ca(II). Las condiciones 
son las mismas que las utilizadas en el estudio desarrollado para PC y se muestran en la 
Tabla 4.12.  
 
 [PLDSC], U·mL-1 104,17 
[SM inicial], mol·L-1 9,45·10-4  
[Ca(II)], mmol·L-1 0 / 10 
Tiempo incubación, horas 2,5  
Temperatura, º C 25 
pH  8 
Agitación Magnética, constante durante toda la reacción 
 
Tabla 4.12. Condiciones de la reacción PLDSC – SM en el estudio de la influencia del calcio sobre la 
misma. 
 
La Figura 4.41 muestra las señales obtenidas tras añadir una fracción de las 
incubaciones sobre la disolución de ChOx.  
 
Lo primero a destacar es que se obtiene una señal que indica que se ha liberado 
colina. Esto pone de manifiesto que la lipasa es capaz de hidrolizar SM, tal y como 
predecía la bibliografía. 
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Figura 4.41. Influencia del Ca(II) en el proceso PLDSC – SM. A: Reacción en ausencia de Ca(II). B: 
Reacción en presencia de Ca(II). C: Blanco de reacción (incubación realizada en ausencia del analito 
pero con las mismas concentraciones de enzima y etanol). [ChOx] = 1,40 U·mL-1. pH = 8. λexc = 286 
nm; λem = 336 nm. Señal normalizada = señal en cada momento de la reacción / señal inicial (antes de 
adicionar el analito al medio de reacción) 
 
Además, el área encerrada bajo la curva es mayor cuando se adiciona la 
incubación realizada en presencia de Ca(II), lo que significa que se genera una mayor 
cantidad de colina en el proceso, es decir, el catión aumenta el rendimiento de la 
reacción PLDSC – SM. Esto demuestra que, al igual que sucedía para la PC, en la 
reacción de hidrólisis de SM la actividad de la fosfolipasa se incrementa en presencia de 
Ca(II). No obstante, el efecto del catión es menor que para la PC. La Figura 4.42 pone 
de manifiesto este hecho. En ella se ha representado el cociente entre las áreas de la 
señal obtenida para una reacción de hidrólisis en presencia y ausencia de calcio tanto 
para SM como para PC. Así mismo, se recoge la relación entre las señales que se 
originan en a.) una reacción ChOx - colina llevada a cabo en el mismo entorno existente 
cuando se adiciona la incubación PLDSC – SM realizada con Ca(II) b.) una reacción 
ChOx - colina desarrollada en el entorno presente tras la adición de la incubación 
efectuada sin el catión. 
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Se puede observar que, en el caso de la reacción de hidrólisis de SM, el 
incremento que origina una concentración 10 mmol·L-1 de Ca(II) en la actividad de la 
enzima es mucho menor que cuando cataliza la reacción de hidrólisis de PC: la relación 
es 6,96 para este último y 1,84 para SM. Además, si se tiene en cuenta la relación entre 
áreas para los procesos realizados con colina, cuyo valor es 1,46, se puede llegar a la 
conclusión de que la mejora originada por el catión en la reacción PLDSC – SM es 
bastante pequeña y desde luego mucho menos importante que en el caso de la hidrólisis 
en la que el analito es PC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.42. Comparación de la influencia del Ca(II) en los procesos de hidrólisis PLDSC – PC y 
PLDSC – SM. 
 
4.2.3.2.- Señal de la reacción directa  
 
Tras confirmar experimentalmente que, tal y como mantenía la información 
comercial, la enzima PLDSC también cataliza el proceso de hidrólisis de la SM, el 
siguiente paso fue el estudio de la reacción simultánea entre la SM y las enzimas ChOx 
y PLDSC, llevada a cabo sin separar los procesos de hidrólisis y oxidación. El 
procedimiento operativo es el descrito en la sección 2.3.4. 
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Las condiciones de reacción fueron similares a las propuestas para PC pero 
fijando la cantidad más baja de Ca(II) ensayada. Se muestran en la Tabla 4.13.  
 
[PLDSC], U·mL-1 166,67 
[SM inicial], mol·L-1 5,41·10-4  
[Ca(II)], mmol·L-1 10 
[ChOx], U·mL-1 1,52  
pH 8 
% etanol  5 
λ exc, nm 286 
λ em, nm 336 
Anchuras de rendijas 5 nm para ambos monocromadores 
 
Tabla 4.13. Condiciones de reacción y parámetros de medida en la reacción directa  PLDSC – ChOx – 
SM 
 
Como se puede observar en la Figura 4.43, se obtiene una señal cuyo perfil es 
debido a ambas reacciones enzimáticas (al igual que sucedía con PC): en los primeros 
instantes tras la adición de SM vuelve a observarse una subida inicial progresiva, ya 
detectada en la reacción directa de la PC, que indica nuevamente que, a diferencia del 
proceso ChOx – colina, la reducción de la enzima no es inmediata, del mismo modo que 
tampoco lo es la liberación de colina en la hidrólisis.  
 
Otro fenómeno que vuelve a estar presente en las señales originadas es el 
aumento en la intensidad de fluorescencia base que se genera al adicionar la disolución 
de SM en etanol sobre el medio acuoso en el que están presentes PLDSC y ChOx, 
probablemente debido a la dispersión generada por el analito, que forma una suspensión 
estable en el medio de reacción. 
 
Los siguientes ensayos estuvieron dirigidos a evaluar la influencia de diferentes 
variables (como [Ca(II)] y [PLDSC]) sobre el proceso directo de la SM, manteniendo el 
porcentaje de etanol en 5%. El objetivo era evaluar si se podía encontrar unas 
condiciones en que la hidrólisis de SM tuviese un rendimiento tan pequeño que 
prácticamente no afectase a la determinación de PC.  
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Figura 4.43. Señal obtenida para la reacción PLDSC – SM – ChOx. 
 [PLDSC] = 166,67 U·mL-1 [ChOx] = 1,52 U·mL-1 [Ca(II)] = 10 mmol·L-1 [SM] = 5,41·10-4 mol·L-1; pH 
= 8; % etanol = 5. λexc = 286 nm, λem = 336 nm, ancho de banda espectral = 5 nm para ambos 
monocromadores. 
 
A.- Concentración Ca(II) 
 
Se comenzó estudiando la influencia de la concentración del catión Ca(II) en el 
proceso directo. Se llevaron a cabo 5 reacciones en las mismas condiciones (salvo por la 
concentración de calcio), mostradas en la Tabla 4.14. 
 
[PLDSC], U·mL-1 166,67 
[SM inicial], mol·L-1 5,41·10-4 
[Ca(II)], mmol·L-1 0 - 11 - 21 - 42 - 100 
[ChOx], U·mL-1 1,52 
pH 8 
% etanol 5 
λ excitación, nm 286 
λ emisión, nm 336 
Anchura de rendijas 5 nm para ambos monocromadores 
 
Tabla 4.14. Condiciones de reacción y parámetros de medida en el estudio de la influencia del calcio 
en el proceso PLDSC – ChOx – SM. 
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En la Figura 4.44, aparecen las señales obtenidas en la reacción directa para 
cada una de las concentraciones de calcio estudiadas. En el eje de ordenadas se ha 
representado la diferencia entre la intensidad de fluorescencia en cada momento de la 
reacción y la intensidad al final de la misma. 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.44. Influencia de la concentración de Ca(II) en el proceso PLDSC  – SM – ChOx. 
 
La Figura 4.45, muestra la evolución de las áreas con la concentración del catión. 
 
 Después de analizar los resultados, se puede observar que hay una diferencia 
importante entre la señal obtenida en ausencia de calcio y la correspondiente a una 
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concentración 11 mmol·L-1: tanto el área de la misma como el tiempo que transcurre 
hasta que la enzima ChOx se regenera aumentan significativamente al incrementar la 
concentración del catión. De hecho, el área se multiplica por cuatro, una mejora 
sustancial con respecto a la reacción llevada en un medio sin calcio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.45. Evolución de las áreas obtenidas para las señales que describen el proceso PLDSC – 
ChOx – SM cuando se modifica la concentración de Ca(II) en el medio en el que transcurre la reacción. 
 
Para valores de concentración del catión superiores a 11 mmol·L-1, el área se 
mantiene prácticamente constante en todas las reacciones. Esto implica que cualquier 
concentración de Ca(II) presente en el medio en el que transcurre la hidrólisis de SM 
supone una seria interferencia en la determinación de PC. 
 
B.- Influencia de la concentración de PLD 
 
Para estudiar el efecto de la concentración de fosfolipasa en el proceso 
simultáneo, se realizaron varias reacciones PLDSC – ChOx – SM siguiendo las 
condiciones descritas en la Tabla 4.15. 
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80,05 U·mL-1 160,11 · -1 
325,21 U· L-1 650,43
[PLDSC], U·mL-1 80,05 – 160,11 – 325,21 – 650,43 
[SM inicial], mol·L-1 5,93·10-4 
[Ca(II)], mmol·L-1 40 
[ChOx], U·mL-1 1,56 
pH 8 
% etanol 5 
λ excitación, nm 286 
λ emisión, nm 336 
Anchura de rendijas 5 nm para ambos monocromadores 
 
Tabla 4.15. Condiciones de reacción y parámetros de medida en el estudio de la influencia de la 
enzima fosfolipasa en el proceso PLDSC – ChOx – SM. 
 
Figura 4.46. Influencia de la concentración de fosfolipasa en el proceso PLDSC – SM – ChOx. 
 
 En la Figura 4.46, se pueden observar las señales obtenidas en el proceso 
directo para cada una de las concentraciones de fosfolipasa estudiadas. En el eje de 
ordenadas se ha representado la diferencia entre la intensidad de fluorescencia en cada 
momento de la reacción y la intensidad al final de la misma, cuando la enzima ChOx 
tiempo, s tiempo, s 
tiempo, s tie po, s
 
Determinación enzimática de lípidos que contienen un residuo de colina en su estructura  
164 
vuelve a su forma oxidada. La Figura 4.47 muestra la evolución del área encerrada bajo 
la señal al modificar la concentración de fosfolipasa en el medio.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.47. Evolución de las áreas obtenidas para las señales que describen el proceso PLDSC – 
ChOx – SM cuando se modifica la concentración de fosfolipasa en el medio de reacción. 
 
En lo que respecta al tiempo que tarda la enzima ChOx en volver a oxidarse, hay 
un ligero incremento del mismo al elevar la concentración de PLD desde 80 hasta 160 
U·mL-1, pero luego se mantiene constante. A pesar de estas variaciones, lo cierto es que, 
tras analizar los resultados de la Figura 4.47, la modificación del área encerrada bajo 
las curvas que describen las distintas reacciones es casi nula: con excepción de un 
incremento inicial observado al elevar la cantidad de PLD desde 80 hasta 160 U·mL-1, 
el área se mantiene prácticamente constante para el resto de concentraciones.  
 
Como se puede observar, incluso con la concentración más baja de lipasa 
ensayada, la hidrólisis de SM supondría una importante interferencia en la 
determinación de PC.  
 
4.2.4.- Conclusiones 
 
Lo primero que hay que destacar es que ha sido posible desarrollar una 
metodología para la determinación de PC en la que el número de enzimas y pasos se 
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reducen considerablemente respecto a otros métodos enzimáticos utilizados 
habitualmente (de los que ya se ha hablado en el CAPÍTULO 1). Esto es debido a que 
se puede llevar a cabo de una forma directa, sin necesidad de desarrollar incubaciones 
previas en la reacción de hidrólisis y a que ha disminuido el número de pasos empleados 
en la detección. 
 
Además, se obtienen las siguientes conclusiones particulares: 
 
1.- Señal de fondo de la enzima 
La señal de fondo de la enzima PLDSC es mucho menor que la de PLDAH. El 
motivo es que la actividad específica de la primera en unidades enzimáticas por 
miligramo es mayor, por lo que es necesaria una menor masa de PLDSC para realizar las 
reacciones de hidrólisis. 
 
2.- Necesidad de calcio 
La enzima PLDSC es capaz de funcionar en discontinuo en ausencia de calcio, 
aunque el rendimiento de la reacción de hidrólisis es mayor si está presente el catión. En 
la reacción directa desarrollada para PC, el rendimiento es más alto para 
concentraciones elevadas de calcio (en torno a 40 mmol·L-1).  
 
3.- Necesidad de etanol 
El alcohol es necesario para solubilizar el lípido y ponerlo en contacto con la 
enzima. Por un lado, en el medio de reacción debe haber al menos un 5% (v/v) de etanol 
para evitar el aumento de señal debido a la dispersión producida por los analitos. Por 
otro lado, para concentraciones altas de etanol (20%) y de PC se ha observado la 
aparición de una señal atípica debido a que el producto de la reacción es insoluble en el 
medio. 
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4.- Efecto de concentración de PLD  
Para la PC, el área aumenta al incrementar la concentración de la enzima PLD. 
No obstante, para concentraciones altas de fosfolipasa aparece una señal doble (perfiles 
solapados) debida probablemente a cambios en la cinética.  
 
5.- Métodos desarrollados  
En función de la cantidad de etanol con la que se trabaja, se pueden desarrollar 
diferentes metodologías analíticas. Si bien para altas concentraciones de etanol se 
obtienen dos métodos independientes (uno para concentraciones bajas de PC y otro para 
altas concentraciones del fosfolípido), los mejores resultados se obtienen cuando se fija 
un bajo porcentaje de etanol (5% v/v) y una concentración 40 mmol·L-1 de Ca(II), ya 
que alcanza una elevada sensibilidad y linealidad, asegurando una señal del tipo ChOx – 
colina y la no aparición de la señal atípica antes mencionada. Este es el método 
propuesto para la determinación de PC con PLDSC, para el cual se han estudiado las 
características analíticas.  
 
6.- Selectividad 
El método propuesto puede ser útil para el análisis de PC en muestras en las que 
esté ausente SM o para llevar a cabo determinaciones conjuntas de ambos fosfolípidos, 
ya que la enzima PLDSC también es capaz de hidrolizar a la SM.   
 
La hidrólisis de SM se ve afectada por la concentración de PLDSC y de Ca(II), 
siendo diferente el efecto de la misma con respecto al observado para PC. Un estudio 
más exhaustivo de la hidrólisis de SM podría establecer unas condiciones válidas para la 
determinación de SM en presencia de PC. 
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4.3.- ESTUDIO DE LA ENZIMA PLDSP  
 
4.3.1.- Introducción 
 
Esta parte se centra en la enzima fosfolipasa D procedente del organismo 
Streptomyces sp, PLDSP. A lo largo de la misma se van a exponer los resultados y 
conclusiones obtenidos al analizar, siguiendo unas pautas similares a las utilizadas con 
el resto de enzimas empleadas, la reacción de hidrólisis que cataliza PLDSP y el proceso 
directo PLDSP – ChOx – fosfolípido.  
 
Toda la información comercial y literatura consultada [6; 7] mostraba una 
característica fundamental que posee la enzima PLDSP: a diferencia de las otras dos 
enzimas estudiadas, es específica para fosfatidilcolina. Este hecho la convierte en un 
objetivo esencial de este estudio, porque su uso podría permitir la determinación 
selectiva de PC en presencia de SM.  
 
Del mismo modo que sucedía con la PLDSC, la enzima que va a protagonizar 
esta parte del trabajo posee una actividad específica mucho más elevada que la de 
PLDAH, estudiada en el Capítulo 4.1. Hay que remarcar que la actividad para esta 
última es de 141,8 U·mg-1, mientras que la enzima PLDSP muestra una actividad 
aproximada de 10000 U·mg-1 (oscila ligeramente según el lote adquirido). Teniendo en 
cuenta que en este apartado se vuelve a seguir la reacción directa utilizando las 
variaciones en la señal de fluorescencia de la ChOx, esta característica puede ser 
considerada como una ventaja puesto que, si el medio de reacción posee la misma 
cantidad de fosfolipasa que en los casos anteriores (mismas U·mL-1), las interferencias 
espectrales y el efecto de filtro interno originados por PLDAH, que tanto afectaban a la 
fluorescencia intrínseca de la enzima ChOx, disminuyen de manera importante. Esto es 
debido a que la masa de PLDSP que se necesita para conseguir un valor determinado de 
U·mL-1 es mucho menor, del mismo modo que su contribución a la fluorescencia 
presente en la zona UV del espectro.  
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Si tenemos en cuenta el pH de trabajo, la bibliografía sobre PLDSP que se ha 
consultado [6; 7; 8; 9] y la información que posee el grupo sobre el proceso ChOx – 
colina muestran un hecho importante, sobre todo si se pretende desarrollar 
simultáneamente el proceso de hidrólisis y el de oxidación: existe una zona en la que se 
solapan los rangos de pHs para los cuales PLDSP y ChOx funcionarían de un modo 
correcto. 
  
4.3.2.- Sobre la reacción en dos pasos  
 
En esta sección se exponen los estudios relacionados con la reacción de 
hidrólisis de PC catalizada por la enzima PLDSP. Con el fin de comprobar el 
comportamiento de la fosfolipasa en la reacción de hidrólisis, este proceso se llevó a 
cabo de un modo independiente a la reacción de oxidación, según el procedimiento 
operativo descrito en el apartado 2.3.3.  
 
Los resultados expuestos a lo largo de los apartados anteriores han mostrado la 
importancia del catión Ca(II) en la reacción de hidrólisis: la enzima PLDAH no funciona 
en absoluto en ausencia del mismo y el rendimiento del proceso catalizado por PLDSC 
aumenta considerablemente si el catión está presente en el medio de reacción. Por todo 
esto, se consideró esencial estudiar la influencia del calcio en la hidrólisis cuando ésta 
es llevada a cabo con PLDSP. 
 
Para ello se llevó a cabo una hidrólisis en presencia de Ca(II), y se comparó su 
rendimiento con el de un proceso realizado en ausencia del mismo. Las condiciones de 
reacción se muestran en la Tabla 4.16. 
 
En el estudio, se llevó a cabo la reacción de hidrólisis a pH = 7, valor que se 
consideró un buen punto de partida por ser el usado en algunas metodologías 
relacionadas con el proceso PLDSP – PC, pertenecientes a la literatura consultada. 
Además, según la información obtenida en otras publicaciones centradas en la 
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purificación y propiedades de PLDSP, el valor de pH escogido se encuentra en la zona 
de actividad máxima de la enzima [8; 9].  
 
 [PLDSP], U·mL-1 83 
[PC inicial], mol·L-1 9,45·10-4  
[Ca(II)], mmol·L-1 0 / 10 
Tiempo incubación, horas 3,5  
Temperatura, º C 25 
pH  7 
Agitación Magnética, constante durante toda la reacción 
 
Tabla 4.16. Condiciones de la reacción PLDSP – PC en el estudio de la influencia del calcio sobre la 
misma. 
 
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.48. En esta figura se ha 
representado el siguiente cociente en el eje de ordenadas:  
 
F
Intensidad de fluorescencia en cada puntoI
Intensidad de fluorescencia antes de la adición
=  
 
El registro verde muestra la señal obtenida tras desarrollar la incubación en 
presencia de una concentración 10 mmol·L-1 de Ca(II). El rojo corresponde al obtenido 
al llevar a cabo la incubación sin calcio. Los blancos de los respectivos ensayos son los 
registros azul y rosa. Del mismo modo que sucedía con la enzima PLDSC, la figura 
muestra claramente que el área aumenta al efectuar la hidrólisis en presencia de Ca(II), 
lo que indica que el catión mejora el rendimiento de la reacción PLDSP – PC, 
generándose una mayor cantidad de colina en el proceso. Esto significa que la actividad 
de la PLDSP se incrementa en presencia de Ca(II).  
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Figura 4.48. Adición de las incubaciones PLDSP – PC sobre una disolución de ChOx. [ChOx] = 1,16 
U·mL-1. pH = 8. λexc = 286 nm; λem = 336 nm; ancho de banda espectral = 4 nm para ambos 
monocromadores. Azul: blanco (incubación realizada en ausencia de analito pero con las mismas 
concentraciones de calcio, enzima y etanol). Rosa: blanco (incubación realizada en ausencia de analito 
pero con las mismas concentraciones de enzima y etanol). Rojo: incubación realizada en ausencia de 
Ca(II). Verde: incubación realizada con una concentración 10 mmol·L-1 de Ca(II).  
 
Al igual que ocurría en estudios similares realizados con PLDSC, al adicionar un 
volumen de las distintas incubaciones PLDSP – PC sobre la disolución de ChOx, hay 
una cantidad “residual” de fosfolipasa, etanol y Ca(II). Respecto a los dos primeros, en 
el rango de concentraciones en el que están presentes, no afectan a la reacción ChOx – 
colina.  
 
Puesto que la cinética de la reacción ChOx – colina se vuelve más lenta a 
medida que aumenta la concentración de Ca(II), se estudió su efecto sobre el proceso de 
oxidación, fijando el mismo entorno (misma concentración de PLDSP y etanol) presente 
en la cubeta de medida al adicionar las incubaciones sobre la disolución de ChOx. Los 
resultados aparecen en la Figura 4.49, que muestra las áreas obtenidas en la reacción 
ChOx – colina al adicionar las incubaciones llevadas a cabo en presencia y ausencia de 
calcio (barras rojas) y las áreas de la reacción de oxidación llevada a cabo con un patrón 
de colina (barras azules) utilizando el mismo entorno presente en las medidas realizadas 
con las incubaciones.  
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Al observar la figura, está claro que el incremento que se produce en el área 
como consecuencia del aumento en el rendimiento de la hidrólisis es mucho mayor que 
el generado por el efecto del catión en la reacción ChOx – colina. En la incubación 
realizada utilizando una concentración 10 mmol·L-1 de calcio, la disminución en la 
velocidad del proceso de oxidación que genera el catión residual produce un incremento 
en el área del 46% con respecto a la llevada a cabo sin Ca(II), mientras que el 
incremento en el rendimiento del proceso de hidrólisis produce un aumento en el área 
del 227% respecto a la obtenida para la hidrólisis realizada en ausencia del catión. Así, 
se puede confirmar que la mejora en el área obtenida al realizar el proceso PLDSP – PC 
en presencia de calcio se debe a un aumento en la cantidad de colina liberada (mejora en 
la reacción de hidrólisis) y no a la disminución de velocidad que provoca dicho catión 
en la reacción ChOx – colina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.49. Efecto del Ca(II) en el rendimiento de la reacción PLDSP – PC  y en la reacción de 
oxidación de colina. Rojo: áreas de la reacción ChOx – colina generadas al adicionar las incubaciones 
PLDSP - PC. Azul: áreas de las reacciones ChOx – colina generadas al adicionar colina en un medio con 
el mismo entorno en el que transcurre la oxidación del aminoalcohol procedente de las incubaciones. 
 
La conclusión final es que los resultados obtenidos justifican la utilización de 
Ca(II) en la reacción de hidrólisis por su efecto positivo en la cinética de ésta. 
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4.3.3.- Condiciones iniciales de la reacción directa  
 
Los estudios que se presentan en este apartado estuvieron dirigidos a encontrar 
unas condiciones iniciales en las que obtener una primera señal que permitiese abordar 
la determinación de PC  efectuando la hidrólisis del analito y la oxidación de la colina 
liberada en una única etapa.  
 
Las condiciones iniciales que se fijaron para comenzar a estudiar el proceso 
directo y los criterios empleados para su elección fueron similares a los utilizados para 
la enzima PLDSC: 
 
a.) Solubilidad de PC. Se decidió volver a utilizar la mínima cantidad de 
etanol que asegura la solubilidad de la PC, 5%, para minimizar el efecto 
del alcohol en la señal de la reacción ChOx – colina, que es el punto de 
partida de la que se espera obtener. 
 
b.)  Concentración de PLDSP. Sin más referencia previa que los estudios 
realizados con PLDSC, teniendo en cuenta los resultados positivos 
obtenidos, se escogió iniciar las pruebas del proceso directo con una 
concentración de PLDSP similar a la de los primeros experimentos de 
reacción simultánea realizados con PLDSC. Así, se decidió comenzar con 
160 – 170 U·mL-1 de la enzima.  
 
c.)  Concentración de calcio. En todas las enzimas estudiadas hasta ahora, 
incluida la protagonista de este capítulo, los experimentos desarrollados 
indican que el catión Ca(II) juega un papel fundamental, incrementando 
la velocidad del proceso de hidrólisis. Teniendo en cuenta que su efecto 
en la señal de la colina oxidasa es pequeño en comparación con los 
beneficios que genera en el proceso de hidrólisis, para asegurar un buen 
rendimiento de éste, se decidió ensayar la reacción en un paso fijando 
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una concentración 10 mmol·L-1 de calcio, la misma empleada en los 
primeros estudios de PLDSC.  
 
d.) pH. Si bien el pH óptimo para la ChOx es 9, tanto las experiencias 
desarrolladas por el grupo, como las realizadas y expuestas en este 
trabajo, ponen de manifiesto que la enzima sigue actuando 
razonablemente bien hasta pH = 7. Si se contempla el proceso de 
hidrólisis, la bibliografía consultada muestra [8; 9; 10] que la actividad 
de la PLDSP disminuye dramáticamente para valores de pH superiores a 
8. Teniendo en cuenta todo esto, se decidió comenzar a trabajar a este 
pH, considerándolo un buen valor de compromiso para ambas 
reacciones. 
 
Teniendo en cuenta el buen funcionamiento que mostraba la enzima PLDSP en la 
reacción de hidrólisis, la experiencia adquirida con las fosfolipasas estudiadas 
anteriormente y la semejanza con estas en cuanto a la influencia del calcio, la señal 
esperada para el proceso PLDSP – ChOx – PC debía ser similar a la que se obtuvo para 
PLDSC, es decir, una señal del mismo tipo que la que se origina en el proceso 
convencional ChOx – colina pero con la característica zona inicial en la que la 
intensidad de fluorescencia de la enzima se incrementa progresivamente hasta alcanzar 
el máximo, atribuida a la paulatina liberación del residuo de colina del fosfolípido en la 
reacción de hidrólisis. 
 
La Figura 4.50 muestra la señal obtenida para la reacción directa PLDSP – ChOx 
– PC al establecer unas condiciones de partida basadas en las premisas expuestas en el 
apartado anterior. 
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Figura 4.50.  Señal obtenida para la reacción PLDSP – ChOx – PC cuando se sigue el proceso 
mediante las variaciones de fluorescencia intrínseca de la ChOx. [PLDSC] = 160,11 U·mL-1, [ChOx] = 
1,55 U·mL-1, [Ca(II)] = 10 mmol·L-1, [PC] = 1,30·10-4 mol·L-1,  pH = 8, % etanol = 5. λexc = 286 nm, λem 
= 336 nm, ancho de banda espectral = 5 nm, para ambos monocromadores. 
 
Si bien se obtiene una señal con un área considerable, se puede observar que la 
forma de la señal difiere de la esperada antes de comenzar el estudio. La disparidad más 
importante entre ellas se aprecia fundamentalmente en los primeros 400 segundos tras la 
adición del fosfolípido. Se aprecia como la zona inicial, en la que la intensidad de 
fluorescencia aumentaba progresivamente hasta alcanzar un máximo, desaparece para 
dar paso a una “nueva zona inicial” con un “pico”, en la que se llega a un valor de 
intensidad que está por encima del que mas tarde se alcanza y se mantiene estable 
durante un periodo de tiempo para evolucionar posteriormente del mismo modo que la 
señal de las reacciones tradicionales ChOx – colina.  
 
De cualquier manera, lo más importante de los resultados obtenidos en este 
primer punto es que, gracias a ellos, se han establecido unas condiciones iniciales en las 
que el proceso directo entre las dos enzimas y el fosfolípido funciona, dando lugar a una 
señal que permite abordar la determinación de PC con buenas expectativas. Teniendo en 
cuenta la metodología planteada por el grupo para el análisis de colina y la similitud 
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entre señales, se consideró que relacionar el área del registro con la concentración del 
lípido era un buen punto de partida en el diseño de un método para la determinación de 
PC.  
 
4.3.3.1.- Influencia de la concentración de etanol 
 
A la hora de estudiar la influencia del etanol en la señal es importante tomar 
como punto de partida las conclusiones obtenidas en apartados anteriores:  
 
- La señal de la reacción ChOx – colina se deteriora en exceso para 
concentraciones de etanol superiores al 20%. 
- La solubilidad del fosfolípido aumenta considerablemente al elevar la 
proporción de alcohol en el medio, disminuyendo la señal de fondo ocasionada 
por el lípido. 
- Para la enzima estudiada en el capítulo anterior, PLDSC, los mejores resultados 
se obtuvieron con 5% de etanol. 
 
Así, con el fin de eliminar la dispersión generada al adicionar el analito, a priori 
parece conveniente elevar la cantidad de etanol presente en el medio de reacción. En el 
caso de la PLDSC ya se ha visto que esto no es posible, puesto que al llegar al 20 % en 
volumen de alcohol aparece la “señal atípica”, lo cual supone un serio inconveniente si 
se pretende tomar como punto de partida la señal y metodología basada en las 
variaciones de fluorescencia de la enzima ChOx. Así, para comprobar si esto mismo 
sucede con la fosfolipasa que protagoniza esta parte del trabajo, se llevó a cabo el 
proceso directo PLDSP – ChOx – PC elevando el porcentaje de etanol hasta el 20%, 
manteniendo el mismo pH y las mismas concentraciones de enzimas y calcio que en la 
Figura 4.50. La concentración inicial de PC utilizada en este experimento fue 9,55·10-4 
mol·L-1, del mismo orden que la que origina la señal atípica en el caso de la PLCSC. La 
señal obtenida en este estudio se muestra en la Figura 4.51, en la que se observa un 
enorme aumento en la intensidad de fluorescencia tras la adición del fosfolípido, 
siguiendo un perfil similar al originado por la PLCSC en las mismas condiciones. 
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Figura 4.51. Señal obtenida para el proceso PLDSP – ChOx – PC al elevar la cantidad de etanol en el 
medio de reacción. [PLDSP] = 160,57 U·mL-1, [ChOx] = 1,55 U·mL-1, [Ca(II)] = 10 mmol·L-1, [PC] = 
9,55·10-4 mol·L-1,  pH = 8, % etanol = 20. λexc = 286 nm, λem = 336 nm, ancho de banda espectral = 3 
nm, para ambos monocromadores. 
 
Como se puede ver en los resultados expuestos en la figura, las enzimas PLDSP y 
PLDSC se comportan del mismo modo en la reacción directa cuando la concentración de 
etanol es del 20 % en volumen en el medio de reacción, ofreciendo la ya conocida señal 
atípica originada por dispersión y relacionada con la cinética, por lo que la conclusión 
es evidente: si se pretende seguir el proceso mediante la fluorescencia intrínseca de la 
enzima ChOx es inviable elevar la cantidad de alcohol en el proceso directo.  
 
Puesto que con un 5% en volumen de etanol se obtuvieron señales adecuadas 
(proporción utilizada en la sección anterior), se decidió usar esta concentración del 
mismo. 
 
4.3.4.- Influencia de la concentración de Ca(II) 
 
Para estudiar el efecto del Ca(II) en el proceso directo en el que participa la 
enzima PLDSP se llevaron a cabo varias reacciones PLDSP – ChOx – PC siguiendo las 
condiciones descritas en la Tabla 4.17. 
 
tiempo, s
In
te
ns
id
ad
 d
e 
flu
or
es
ce
nc
ia
, u
.r
. 
 
                                   DETERMINACIÓN DE PC: ESTUDIO DE LAS DIFERENTES FOSFOLIPASAS 
 177
[PLDSP], U·mL-1 160,34 
[PC inicial], mol·L-1 1,30·10-4 
[Ca(II)], mmol·L-1 0, 20, 40, 80 y 120 
[ChOx], U·mL-1 1,55 
pH 8 
% etanol 5 
λ excitación, nm 286 
λ emisión, nm 336 
Anchura de rendijas 5 nm para ambos monocromadores 
 
Tabla 4.17. Condiciones de reacción y parámetros de medida en el estudio de la influencia del calcio 
en el proceso PLDSP – ChOx – PC. 
 
La Figura 4.52 muestra las señales obtenidas en el proceso directo para cada 
una de las concentraciones de calcio estudiadas. El eje de ordenadas contiene los valores 
correspondientes a la diferencia entre la intensidad de fluorescencia en cada momento 
de la reacción y la intensidad al final de la misma, cuando la enzima ChOx recupera su 
forma oxidada. La Figura 4.53 recoge la evolución de las áreas con la concentración del 
catión. 
 
 Tras analizar los resultados se pueden obtener tres conclusiones: 
 
1. La primera observación que se puede realizar es que al elevar la cantidad de 
catión presente en el medio se incrementa el área y el tiempo de reacción, 
obteniéndose el valor máximo para la concentración 80 mmol·L-1 de Ca(II), si 
bien la diferencia con el proceso llevado a cabo con una cantidad 40 mmol·L-1 
de Ca(II) es mínima. Para la concentración más alta de las estudiadas la señal 
empeora, ya que su área disminuye, tal y como muestra el registro 
correspondiente a la reacción que transcurre en un medio 120 mmol·L-1 en 
Ca(II). La influencia del catión en las señales es coherente con todos los 
resultados obtenidos en secciones anteriores. Se puede volver a afirmar que el 
incremento de área es debido a la suma de dos efectos originados por el calcio: 
el aumento en el rendimiento del proceso de hidrólisis y la disminución en la 
velocidad de la reacción de oxidación. Nuevamente, atendiendo a la sensibilidad 
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del método, se considera positivo el efecto global de incremento de área 
originado al elevar la concentración de Ca(II) por lo que se eligió 40 mmol·L-1 
como concentración de catión adecuada. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.52. Influencia del calcio en el proceso PLDSP – ChOx – PC.  
  
2. La segunda observación está relacionada con las diferencias existentes entre las 
áreas de las señales obtenidas para las distintas concentraciones de calcio y las 
observadas en el estudio de la influencia del catión en la reacción directa 
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catalizada por la enzima PLDSC. Para la fosfolipasa que se ha investigado a lo 
largo de la sección 4.3, las variaciones entre áreas son mucho menores que para 
la enzima que protagoniza el apartado 4.2. Esto indica que, aunque ambas 
enzimas están claramente influenciadas por el catión, el efecto que origina el 
mismo sobre PLDSC es mucho mayor que sobre PLDSP.  
 
3. Por último, merece la pena destacar que se vuelve a observar un “pico” en la 
zona inicial de la señal que no aparece en la señal en ausencia de calcio. El 
fenómeno aparece de un modo2 muy acusado en la señal correspondiente al 
proceso realizado en un medio 20 mmol·L-1 en Ca(II), aunque también se 
observa con bastante claridad en las reacciones llevadas a cabo con 
concentraciones 40 y 80 mmol·L-1 del catión. Este hecho nos lleva a pensar que 
puede ser una cuestión cinética y que la señal puede estar formada por dos 
perfiles solapados entre sí. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.53. Evolución de las áreas para las señales obtenidas en el proceso PLDSP – ChOx – PC 
cuando se modifica la concentración de Ca(II) en el medio de reacción. 
  
4.3.5.- Influencia de la concentración de PLD 
 
El siguiente parámetro estudiado en la optimización de la señal del proceso 
simultáneo fue la concentración de fosfolipasa. Para este propósito, se realizaron varias 
reacciones PLDSP – ChOx – PC siguiendo las condiciones descritas en la Tabla 4.18.  
 
Determinación enzimática de lípidos que contienen un residuo de colina en su estructura  
180 
0
20
40
60
80
100
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
tiempo, s
I, 
u.
r.
[PLD] = 320,73 U·mL-1 
[PLD] = 160,36 U·mL-1 
[PLD] = 80,18 U·mL-1 
[PLD] = 40,09 U·mL-1 
I –
 I F
, u
.r
. 
[PLDSP], U·mL-1 40,09 - 80,18 - 160,36 - 320,73 
[PC inicial], mol·L-1 1,27·10-4 
[Ca(II)], mmol·L-1 40 
[ChOx], U·mL-1 1,55 
pH 8 
% etanol 5 
λ excitación, nm 286 
λ emisión, nm 336 
Anchura de rendijas 5 nm para ambos monocromadores 
 
Tabla 4.18. Condiciones de reacción y parámetros de medida en el estudio de la influencia de la 
concentración de fosfolipasa en el proceso PLDSP – ChOx – PC. 
 
La Figura 4.54 recoge las señales obtenidas en la reacción directa para cada una 
de las concentraciones de fosfolipasa estudiadas. El eje de ordenadas muestra la 
diferencia entre la intensidad de fluorescencia en cada momento de la reacción y la 
intensidad al final de la misma, cuando la enzima ChOx se ha regenerado. La Figura 
4.55, muestra la evolución de las áreas con la concentración de fosfolipasa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.54. Influencia de la concentración de fosfolipasa en el proceso PLDSP – ChOx – PC. 
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Figura 4.55. Evolución de las áreas de las señales obtenidas en el proceso PLDSP – ChOx – PC 
cuando se modifica la concentración de lipasa  en la reacción. A: área total B: área de la primera zona 
del registro, hasta 500 s 
 
De las figuras anteriores se pueden obtener varias conclusiones: 
 
1. Es bastante destacable el hecho de que dos de las reacciones llevadas a cabo 
vuelven a mostrar el “pico inicial” que ha estado apareciendo en determinadas 
secciones de este trabajo. Esta particularidad de la señal se observa en los 
procesos realizados con las dos concentraciones más altas de fosfolipasa. Al ir 
disminuyendo la concentración de esta enzima, el “pico” desaparece y se vuelve 
a la situación en la que, en los primeros instantes, la señal indica una progresiva 
liberación de colina, fenómeno ya comentado. Esto se observa perfectamente en 
la reacción llevada a cabo con la menor de las concentraciones de PLDSP. Es 
decir, la aparición del perfil con el “pico inicial” depende de la concentración de 
PLDSP empleada, lo que vuelve a poner de manifiesto la posibilidad de que sea 
una cuestión cinética. 
 
2. La influencia de la concentración de PLDSP en el área total es mínima, como se 
desprende de la Figura 4.55 A. 
 
3. La modificación más importante en el área de la señal se produce en la primera 
zona de la misma, dentro del intervalo delimitado por los primeros 500 segundos 
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ChOx
(1) 
(2) 
(Figura 4.55 B). El tiempo que la enzima ChOx permanece reducida es el 
mismo y las reacciones parecen terminar a la vez sea cual sea la concentración 
de fosfolipasa. Así, el incremento en el área que se produce al elevar la cantidad 
de PLDSP parece ser debido exclusivamente al “pico” que se origina en los 
procesos llevados a cabo con mayor concentración de enzima. 
 
4. Si se tienen presentes las conclusiones expuestas en el apartado 4.2.2.3 B, salta 
a la vista que la influencia de la concentración de fosfolipasa en la señal es muy 
distinta según el organismo de origen de la enzima empleada. A diferencia de la 
PLDSC, en la que el área de la señal se incrementaba sustancialmente al elevar la 
concentración de enzima, en la reacción catalizada por la PLDSP las 
modificaciones en el área total son mínimas: si tomamos como referencia los 
valores obtenidos para 160,36 y 320,73 U·mL-1, al duplicar la cantidad de 
enzima presente en el proceso directo el área solo se incrementa un 12%. De 
hecho, si ahora consideramos los dos valores extremos de concentración de 
fosfolipasa, 40,09 y 320,73 U·mL-1, un incremento del 700 % en la cantidad de 
la enzima solamente produce un aumento en el área del 34 %. 
 
Las observaciones presentadas y la experiencia que posee el grupo de 
investigación en el trabajo con la enzima ChOx permitieron plantear una hipótesis para 
explicar la forma de la señal. Sabemos que la oxidación de colina por parte de la ChOx 
es una reacción en dos etapas. En la primera se produce la transformación de colina a 
aldehído betaína y en la segunda el compuesto aldehído betaína da lugar a glicina 
betaína.  
 
 
 
 
 
Se ha comprobado que la variación de fluorescencia de la enzima ChOx es 
diferente en cada uno de los pasos descritos. De este modo, cuando se sigue la reacción 
de oxidación de la colina a través de los cambios en la intensidad de fluorescencia de la 
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ChOx es posible observar ambas etapas. Según esta premisa, el pico inicial que se 
observa estaría originado por el primer paso, en el cual se forma aldehído betaína a 
partir de colina. Puesto que esta primera etapa es mucho más rápida que la segunda, el 
pico solo aparece en determinadas condiciones, por ejemplo en aquellas en que la 
concentración de PLD es alta y por tanto hay una elevada cantidad de colina procedente 
de la hidrólisis, de forma que, aunque la primera etapa tenga una velocidad alta, la 
ChOx no puede oxidar al aminoalcohol tan rápidamente. Puesto que todos los 
experimentos partían de la misma cantidad de fosfolípido, al final de la primera etapa 
está presente la misma cantidad de aldehído betaína, por lo que la segunda parte de la 
señal es igual en todos los casos. Según esta hipótesis, el pico de la señal también 
debería observarse si la concentración de ChOx es baja.  
 
Para continuar con el estudio de la enzima, en los siguientes procesos directos 
PLDSP – ChOx – PC se decidió fijar una concentración en torno a 80 U·mL-1 de 
fosfolipasa, porque la forma de la señal obtenida para esa cantidad de enzima es la que 
más se asemeja a la señal tradicional ChOx – colina utilizada hasta la fecha: no presenta 
el “pico” inicial y la liberación del residuo de colina en la hidrólisis es muy rápida.  
 
4.3.6.- Influencia de la concentración de colina oxidasa 
 
Para estudiar la evolución de la señal con la concentración de ChOx, se llevaron 
a cabo 3 reacciones PLDSP - ChOx - PC en las condiciones descritas en la Tabla 4.19. 
 
[PLDSP], U·mL-1 80,93 
[PC inicial], mol·L-1 1,27·10-4 
[Ca(II)], mmol·L-1 40  
[ChOx], U·mL-1 0,78 - 1,55 - 3,11  
pH 8 
% etanol 5 
λ excitación, nm 286 
λ emisión, nm 336 
Anchura de rendijas 5 nm para ambos monocromadores 
 
Tabla 4.19. Condiciones de reacción y parámetros de medida en el estudio de la influencia de la 
concentración de colina oxidasa en el proceso PLDSP – ChOx – PC. 
 
Determinación enzimática de lípidos que contienen un residuo de colina en su estructura  
184 
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
0 1000 2000 3000 4000
Tiempo, s
I, 
u.
r.
I –
 I F
, u
.r
. 
tiempo, s
La Figura 4.56 muestra los registros obtenidos en el proceso PLDSP – ChOx – 
PC para cada una de las concentraciones de colina oxidasa ensayadas. El eje de 
ordenadas recoge la diferencia entre la intensidad de fluorescencia en cada momento de 
la reacción y la intensidad al final de la misma, cuando la enzima ChOx se regenera 
volviendo a su forma oxidada. Como se puede observar, al aumentar la concentración 
de ChOx aumenta la diferencia de intensidad entre las dos formas de la enzima y 
disminuye el tiempo de reacción, lo que afecta también al área de las señales. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 4.56. Influencia de la concentración de colina oxidasa en el proceso PLDSC – ChOx – PC. 
Verde: 0,78 U·mL-1; Azul: 1,55 U·mL-1; Rojo: 3,11 U·mL-1.  
 
En la Figura 4.57, se ha representado la evolución del área (registro azul) y del 
tiempo de reacción (registro rojo) frente a la concentración de ChOx para cada uno de 
los procesos directos estudiados. Se ha considerado como tiempo de reacción al 
intervalo que transcurre desde que se adiciona el analito hasta que la intensidad de 
fluorescencia disminuye desde el valor asociado a la forma reducida de la ChOx hasta el 
correspondiente a la enzima oxidada, momento en el cual se estima que el analito se ha 
consumido y la reacción ha terminado.  
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Figura 4.57. Variación del área (azul) y del tiempo de reacción (rojo) con respecto a la concentración 
de ChOx. 
 
Se observa claramente como al aumentar la concentración de ChOx disminuye el 
tiempo de análisis. En cuanto a las áreas, el mayor valor se obtiene para la 
concentración intermedia. Si atendemos a la forma de la señal (Figura 4.56), para la 
concentración más baja de ChOx (registro verde) aparece también un desdoblamiento 
de la señal mostrando en la parte inicial el “pico” ya comentado, particularidad que ya 
se intuye para la concentración intermedia (registro azul), lo que está de acuerdo con la 
hipótesis planteada en el apartado anterior para justificar la forma de la señal. 
 
A la hora de elegir cuál era la concentración más adecuada de ChOx, se llegó a 
la conclusión de que era mejor realizar el proceso fijando concentraciones altas de 
enzima, debido fundamentalmente a las siguientes ventajas: 
 
1. La diferencia de intensidad entre ChOx y ChOx·H2 aumenta al elevar la cantidad 
de enzima, lo que facilita la identificación de la señal y el seguimiento del 
proceso. En este caso no se estimó que una elevada velocidad en el consumo de 
la colina generada pudiese suponer un problema, tal y como se expuso en la 
sección 4.2.2.3 C, porque la concentración de PC ensayada era bastante más 
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baja que la utilizada en la optimización realizada para PLDSC. Como se verá más 
adelante, incluso disminuyendo aún más la cantidad de fosfolípido, se obtienen 
señales en las que la variación de intensidad entre las dos formas de la enzima 
permiten seguir el proceso sin ningún problema, a pesar de la disminución del 
área o del tiempo de reacción.  
 
2. El tiempo de reacción se reduce sustancialmente, lo que supondría una 
disminución del tiempo empleado para el análisis.  
 
3. Por último también hay que destacar la forma de la señal obtenida, que apoya la 
decisión de elevar la concentración de ChOx: en la reacción desarrollada con la 
concentración más alta de ChOx, el “pico” da paso a una subida inicial que 
indica la liberación del resto colina y a un registro similar al de la reacción 
ChOx – colina, mucho más deseable.  
 
4.3.7.- Influencia del pH 
 
Siguiendo la misma línea que en la optimización de la señal del proceso directo 
catalizado por la enzima PLDSC, el pH fue el último de los parámetros que se estudió, 
efectuado varias reacciones en las condiciones expuestas en la Tabla 4.20. 
 
[PLDSP], U·mL-1 79,39 
[PC inicial], mol·L-1 1,21·10-4 
[Ca(II)], mmol·L-1 41  
[ChOx], U·mL-1 3,28 
pH 7, 8 y 9 
% etanol 5 
λ excitación, nm 286 
λ emisión, nm 336 
Anchura de rendijas 5 nm para ambos monocromadores 
 
Tabla 4.20. Condiciones de reacción y parámetros de medida en el estudio de la influencia del pH en 
el proceso PLDSP – ChOx – PC.   
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La Figura 4.58 recoge los registros obtenidos al medir la intensidad de 
fluorescencia a lo largo del tiempo en cada una de las reacciones llevadas a cabo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.58. Señales obtenidas en el estudio de la influencia del pH sobre proceso PLDSP – ChOx – 
PC. 
 
Aunque la bibliografía consultada recomienda pH = 7 como óptimo para la 
enzima PLDSP, a la hora de realizar la determinación en un único paso los mejores 
resultados se obtienen para pH = 8, ya que este valor favorece la reacción ChOx – 
colina. Se podría trabajar a pH = 7, pero el área de la señal disminuiría 
considerablemente (un 34% con respecto a la de la reacción llevada a cabo a pH = 8). 
No se obtiene señal a pH = 9.  
 
Teniendo presente el comportamiento mostrado por la PLDSC, se pueden 
destacar dos diferencias importantes con respecto a la enzima estudiada en este capítulo: 
 
1. La primera es que la enzima PLDSP permite ejecutar la reacción a pH = 7 
mientras que PLDSC no.  
2. La segunda es la desaparición de la señal a pH = 9 con la enzima PLDSP 
mientras que con PLDSC sí se observaba. No se puede trabajar a pHs superiores 
a 8, que suponen una opción interesante al estar más próximos al óptimo de la 
ChOx. 
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4.3.8.- Calibración 
 
 
 Para el estudio de calibración se escogieron las condiciones óptimas que se han 
ido discutiendo a lo largo de los apartados anteriores (4.3.5 a 4.3.7), recogidas en la 
Tabla 4.21. Solamente merece la pena comentar que la elección de la concentración 
más alta de ChOx de las estudiadas responde al deseo de obtener señales lo más 
parecidas posibles a las del proceso ChOx – colina tradicional, evitando en la medida de 
lo posible la aparición del “pico” inicial descrito anteriormente. Sobre el resto de 
condiciones (pH y concentraciones de calcio y PLD), ya se han expuesto las ventajas de 
los valores empleados para los mismos.  
 
[PLDSP], U·mL-1 81,03 
[Ca(II)], mmol·L-1 41  
[ChOx], U·mL-1 3,16 
pH 8 
% etanol 5 
λ excitación, nm 286 
λ emisión, nm 336 
Anchura de rendijas 5 nm para ambos monocromadores 
 
 
Tabla 4.21. Condiciones de reacción y parámetros de medida en la calibración PLDSP – ChOx – PC 
  
 Como parámetro analítico, se ha seleccionado el área encerrada bajo la señal 
obtenida para cada una de las concentraciones ensayadas, con valores comprendidos 
entre 3,06·10-5 y 4,77·10-4 mol·L-1. Con respecto a la integración de la misma, merece la 
pena destacar que se llevó a cabo del mismo modo empleado al trabajar con la enzima 
PLDSC, mostrado en la Figura 4.13. La Figura 4.59 recoge la curva de calibrado 
obtenida al representar las áreas obtenidas frente a la concentración de PC. Con 
excepción de los dos puntos de mayor concentración de lípido, los datos se ajustan a 
una línea recta, tal y como muestra el coeficiente de regresión (r = 0,996). Tanto este 
último, como la ecuación de la función afín también aparecen reflejados en la figura. El 
rango lineal llega hasta una concentración 1,19·10-4 mol·L-1. La Figura 4.60 muestra los 
registros obtenidos para todas las concentraciones ensayadas. Las áreas de los dos 
puntos de mayor concentración (2,39·10-4 y 4,77·10-4 mol·L-1) se incrementan de un 
modo considerable, motivo por el cual no se ajustan a la recta propuesta. Los registros 
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correspondientes a estas dos concentraciones de PC muestran una pronunciada zona 
inicial en la que la intensidad aumenta progresivamente hasta llegar al máximo, de un 
modo mucho más lento y acusado que en el resto de concentraciones más bajas. Esto 
indica que la liberación de colina se produce mucho más despacio, lo que es coherente 
con el aumento en la concentración de PC: hidrolizar la totalidad del lípido requiere 
mucho más tiempo. Una mayor cantidad de colina liberada también implica un aumento 
del tiempo necesario para que la ChOx se regenere por completo, puesto que permanece 
más tiempo reducida reaccionando con el aminoalcohol. Todo esto se traduce en el 
considerable aumento en el área que se ha mencionado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.59. Variación del área encerrada bajo la señal de la reacción directa en función de la 
concentración de PC. 
 
 La precisión del método, expresada como DER, se calculó a partir de las áreas 
obtenidas al integrar las señales correspondientes a 5 réplicas de la reacción directa 
efectuada para una concentración 1,20·10-4 mol·L-1 de PC, desarrolladas en las mismas 
condiciones que las llevadas a cabo en cada uno de los puntos de la calibración 
presentada. Se obtiene un valor de DSR del 9,94 %. En cuanto al límite de detección del 
método, se integró el área encerrada bajo 10 réplicas de un blanco y se calculó la 
desviación estándar de las mismas. El límite de detección, expresado como tres veces la 
desviación estándar partido por la pendiente, toma un valor 5,73·10-6 mol·L-1. 
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Figura 4.60. Señales obtenidas en la reacción directa PLDsp – ChOx – PC para varias 
concentraciones del fosfolípido. Las condiciones de medida aparecen en la Tabla 4.21. 
 
4.3.9.- Estudio de la selectividad hacia PC  
 
Ya se ha comentado en la introducción de este apartado (4.3.1) que una de las 
ventajas de la enzima PLDSP con respecto a las otras fosfolipasas estudiadas reside en su 
especificidad hacia la PC, siendo por tanto inactiva en la hidrólisis de SM. Esta 
afirmación parte de las conclusiones obtenidas a partir de la bibliografía consultada, por 
lo que esta sección está enfocada a la comprobación experimental de la misma.  
 
4.3.9.1- Estudio de la interferencia en el método en dos pasos  
 
Con el fin de evaluar si la enzima PLDSP era capaz de hidrolizar a la SM, se 
comenzó ensayando el método en dos pasos según el procedimiento operativo descrito 
en la sección 2.3.3.  
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Se decidió iniciar el estudio fijando pH = 5,5 ya que, si bien no es un pH útil si 
se pretende realizar los dos procesos simultáneamente y monitorizarlos mediante las 
variaciones en la fluorescencia intrínseca de la colina oxidasa, es el recomendado por 
Enzo Life Sciences, la casa comercial donde fue adquirida la enzima. Se realizaron dos 
experiencias, una con Ca(II) y otra sin él. Las condiciones se muestran en la Tabla 4.22.  
 
 [PLDSP], U·mL-1 104,17  
[SM inicial], mol·L-1 8,06·10-4  
[Ca(II)], mmol·L-1 0 / 10 
Tiempo incubación, horas 3,5  
Temperatura, º C 25 
pH  5,5 
Agitación Magnética, constante durante toda la reacción 
 
Tabla 4.22. Condiciones de la reacción PLDSP – SM desarrollada a pH = 5,5. 
 
La Figura 4.61 recoge las señales obtenidas tras añadir una alícuota de las 
incubaciones sobre la disolución de ChOx. En el eje de ordenadas se ha representado la 
siguiente relación:  
F
Intensidad de fluorescencia en cada puntoI
Intensidad de fluorescencia antes de la adición
=  
 
Figura 4.61. Estudio de la reacción PLDSP – SM llevada a cabo a pH = 5,5. A: hidrólisis en ausencia 
de Ca(II). B: hidrólisis en presencia de Ca(II). [ChOx] = 1,27 U·mL-1. pH = 8. λexc = 286 nm; λem = 
336 nm. Ancho de banda espectral = 3 nm para ambos monocromadores. 
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Tras analizar los registros, se puede observar que en un medio amortiguado a pH 
= 5,5 la enzima sí es capaz de hidrolizar a la SM ya que se obtiene una pequeña señal, 
incluso en ausencia de calcio. 
 
Por ello se repitió el estudio a pH = 7, que es el que se había fijado en la 
hidrólisis de PC llevada a cabo en dos pasos. El resto de condiciones fueron las mismas 
que en el ensayo anterior. También fue desarrollado en presencia y ausencia de Ca(II). 
La Figura 4.62 muestra las señales obtenidas. 
 
Se puede observar que la reacción no se produce en ausencia de Ca(II). Si se 
introduce una concentración 10 mmol·L-1 del catión en el medio de reacción, se obtiene 
señal, aunque es pequeña, lo que significa que en realidad la enzima sí que presenta 
cierta actividad catalítica en la hidrólisis de SM aunque, para ser justos, es cierto que es 
muy baja si se compara con la que muestra para PC. De hecho, para este último analito, 
recordemos que la enzima era capaz de catalizar la reacción de un modo satisfactorio 
incluso en ausencia de calcio, tal y como se expuso en la Figura 4.48. 
 
Figura 4.62. Estudio de la reacción PLDSP – SM desarrollada a pH = 7. A: hidrólisis en ausencia de 
Ca(II). B: hidrólisis en presencia de Ca(II). [ChOx] = 1,27 U·mL-1. pH = 8. λexc = 286 nm; λem = 336 
nm. Ancho de banda espectral = 3 nm para ambos monocromadores. 
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Teniendo presentes los resultados obtenidos se puede llegar a dos conclusiones 
importantes: 
 
a.) la enzima PLDSP no es totalmente inactiva en la reacción de hidrólisis de la 
SM, como sugiere la información comercial y la bibliografía.  
 
b.) al aumentar el pH, la cantidad de colina liberada disminuye, lo que indica 
que la reacción PLDSP – SM funciona peor, hasta el punto de no producirse a 
pH = 7 en ausencia de Ca(II). 
 
4.3.9.2.- Estudio de la interferencia en el método directo  
 
Se ha concluido en el apartado anterior que, al contrario de lo que mantenía la 
información comercial, la enzima PLDSP es capaz de catalizar el proceso de hidrólisis 
de la SM aunque con un rendimiento muy pequeño y en unas condiciones específicas. 
La presente sección se centra en el estudio de la reacción simultánea entre la SM y las 
enzimas ChOx y PLDSP, efectuada sin separar los procesos de hidrólisis y oxidación con  
el objetivo de alcanzar unas condiciones que aseguren la selectividad del método hacia 
PC.  
 
A.- Elección de condiciones 
 
Los experimentos expuestos en esta sección no están orientados a la búsqueda de 
una señal del proceso directo de SM, más bien están dirigidos a lo contrario: se pretende 
testear la reacción en unas condiciones en las que los resultados obtenidos en los 
diferentes estudios de la reacción PLDSP – PC – ChOx y la reacción de hidrólisis PLSSP 
– SM indican que la enzima sólo hidrolizará PC y no SM. Por ello se parte de las 
siguientes premisas: 
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a.) Se fijó en 8 el pH de trabajo. Por una parte, es el que ofrece una mejor señal 
en el proceso directo de la PC. Por otra parte, atendiendo a los estudios de la 
reacción de hidrólisis de SM y teniendo en cuenta la tendencia observada al 
elevar el pH, se estima que la enzima será prácticamente inactiva en la hidrólisis 
de SM. 
 
b.) Se utilizó un medio de reacción con una concentración 40 mmol·L-1 en 
Ca(II), la cual proporciona la mejor señal en el proceso PLDSP – PC – ChOx 
(mayor área). 
 
c.) Las concentraciones de ChOx y PLDSP se fijaron en 1,54 y 160,12 U·mL-1, 
respectivamente. A pesar de que en la sección 4.36 se había llegado a la 
conclusión de que era mejor trabajar con concentraciones más altas de ChOx, en 
este estudio se decidió disminuir la cantidad de esta enzima ante la posibilidad 
de que la velocidad a la que se consume la colina liberada en la hidrólisis 
pudiese llegar a ser excesiva. Atendiendo a los resultados obtenidos, en el caso 
de que la reacción de hidrólisis de SM se produzca, la cantidad del aminoalcohol 
liberada será bastante pequeña: una elevada concentración de ChOx daría lugar a 
la rápida oxidación del mismo que dificultaría la monitorización del proceso 
global a través de la fluorescencia de la flavoenzima, es decir, podría regenerarse 
tan rápido que no se percibiesen cambios en la señal aunque la reacción se 
produjera. Así, se va a intentar que la reacción sea algo más lenta de lo deseable, 
para asegurar que realmente no se produce la hidrólisis de SM y evitar que la 
ausencia de señal pueda estar relacionada con una oxidación excesivamente 
rápida. 
 
La Figura 4.63 muestra los resultados obtenidos al llevar a cabo, en las mismas 
condiciones, la reacción PLDSP – fosfolípido – ChOx con los dos analitos objeto de 
estudio: SM (B) y PC (A). Tan solo destacar que la proporción de etanol en ambos 
casos sigue siendo del 5 % en volumen. 
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Figura 4.63. Comparación de los procesos directos de SM y PC a pH = 8. A: PC. B: SM. 
[Fosfolípido] = 1,30·10-4 mol·L-1. [Ca(II)] = 40 mmol·L-1; [ChOx] = 1,54 U·mL-1; [PLDSP] = 160,12 
U·mL-1. λexc = 286 nm; λem = 336 nm. Ancho de banda espectral = 5 nm para ambos monocromadores. 
 
El análisis de los registros indica que, tal y como se pretendía, se han establecido 
unas condiciones bajo las cuales la reacción de hidrólisis no funciona en absoluto 
cuando el analito es SM y lo hace de un modo excelente cuando es PC. Tomando como 
punto de partida estas condiciones, es posible la utilización de PLDSP para el diseño de 
una metodología orientada a la determinación selectiva de PC en presencia de SM. 
 
4.3.10.- Conclusiones 
 
Del estudio de la enzima PLDSP llevado a cabo se pueden sacar las siguientes 
conclusiones: 
 
1.- Señal de fondo de la enzima. 
Debido a la mayor actividad de la enzima PLDSP, la cantidad de masa necesaria para 
tener las unidades enzimáticas apropiadas es menor y por tanto la señal de fondo es 
pequeña, no produciendo una interferencia destacable. 
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2.- Necesidad de calcio. 
En ausencia de calcio, la enzima funciona adecuadamente en la hidrólisis de PC. No 
obstante, la presencia del catión aumenta el rendimiento. En cuanto a la reacción con 
SM, la hidrólisis no tiene lugar si no hay calcio en el medio. La presencia del mismo da 
lugar a bajos rendimientos en la reacción con SM. 
 
3.- Forma de la señal. 
Como con la enzima anterior, si la concentración de etanol es alta, del orden del 20%, 
aparece la señal atípica descrita anteriormente en la reacción directa, atribuida a la 
dispersión producida por el producto de la reacción. Además, para esta enzima,  a 
medida que aumenta la concentración de la enzima y de calcio aparece un pico inicial 
en la señal de la reacción directa.  
 
4.- Posibilidad de determinación de PC en presencia de SM. 
Se han encontrado unas condiciones en las que la enzima es prácticamente específica 
para PC, estableciendo sus características analíticas, por lo que se podría abordar la 
determinación de un analito en presencia del otro. 
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5.1.- INTRODUCCIÓN  
 
A lo largo de todo el trabajo expuesto hasta ahora, se ha estudiado el potencial 
analítico que ofrece el acoplamiento de las reacciones catalizadas por las enzimas PLD 
y ChOx en la determinación por fluorescencia de PC. Para ello, se han utilizado 
patrones comerciales, analizando el comportamiento y las posibilidades de tres tipos de 
PLDs, procedentes de organismos diferentes. Como ya se expuso en la introducción y 
objetivos generales, la finalidad de esta parte del estudio responde al diseño de 
metodología enzimática que pueda ser utilizada en el análisis en muestras reales del 
analito mencionado, teniendo en cuenta las posibles interferencias. Por todo esto, el 
presente capítulo se centra en la exposición de los resultados obtenidos al adaptar y 
aplicar al análisis de PC en muestras de plasma humano una metodología basada en la 
información y conclusiones recabadas a lo largo del CAPÍTULO 4, centrado en el 
estudio de cada una de las enzimas. 
 
Conviene tener presentes una serie de factores o premisas que influyen en el 
diseño de una estrategia de análisis de PC en muestras humanas de sangre: 
 
a) Proceso en dos pasos frente al proceso directo 
 
En el transcurso del trabajo desarrollado se han mostrado y discutido 
experiencias relacionadas con la combinación de los dos procesos enzimáticos de un 
modo discontinuo o en dos pasos y de un modo simultáneo. La elección de un modo u 
otro de trabajo condiciona fuertemente las posibilidades en el diseño del método. En 
este sentido, la reacción en dos pasos ofrece la posibilidad de utilizar cualquiera de las 
tres lipasas estudiadas, puesto que permite fijar sin ningún tipo de problema el pH 
óptimo de trabajo de las enzimas PLD y ChOx. En el extremo opuesto está la reacción 
directa, en la que, como se vio anteriormente, es necesario alcanzar un pH de 
compromiso entre ambas enzimas, o lo que es lo mismo, una zona de solapamiento de 
los rangos en los que son capaces de trabajar las mismas. Aunque mucho menos de lo 
que cabía esperar antes de iniciar el estudio (debido al pH óptimo que aparece en la 
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bibliografía), este hecho coloca a la enzima PLDAH, en una posición menos favorable 
frente a las otras dos lipasas puesto que, como se expuso en la sección 3.3.2, para 
valores de pH mayores que 7 prácticamente se pierde la señal a las longitudes de onda 
del triptófano. 
 
b) Actividad específica y señal de fondo de la enzima 
 
Otra característica importante que también se ha ido discutiendo a lo largo de la 
tesis es la actividad específica que presentan las enzimas. La Tabla 5.1 recoge los 
valores de este parámetro (proporcionados por la casa comercial) para las tres lipasas 
ensayadas. Atendiendo a esta cualidad, la enzima PLDAH vuelve a ser la enzima menos 
favorable en un diseño experimental basado en la realización simultánea de ambas 
reacciones. El motivo reside en que, para una misma concentración de enzima (mismas 
U·mL-1), la masa de fosfolipasa requerida es mayor en el caso de la procedente del 
organismo arachys hypogaea. Esto implica que las interferencias espectrales y el efecto 
de filtro interno que origina esta última enzima son mayores. 
 
Enzima Actividad, U·mg-1 
PLDAH 141,8 
PLDSC 3300 
PLDSP 10000 
 
Tabla 5.1.  Actividad específica de las tres enzimas estudiadas. 
 
c) Especificidad de las enzimas 
 
La mayoría de las metodologías que se fundamentan en procesos enzimáticos 
tienen una selectividad muy elevada. Esta es precisamente una de las características 
deseables y buscadas cuando se diseña un procedimiento de análisis basado en una o 
varias reacciones enzimáticas. Además de todo lo anterior, en el caso de las enzimas que 
protagonizan este trabajo, es necesario contemplar la especificidad que muestran hacia 
el analito en el que se centra el estudio. De las enzimas estudiadas, hay dos que, según 
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la información teórica, eran capaces de reaccionar indistintamente con PC y su posible 
interferencia, SM: PLDAH y PLDSC. En el otro extremo, está la PLDSP, una lipasa 
específica para PC (según la información comercial y bibliográfica). A lo largo de la 
tesis se ha comprobado la veracidad de esta información ya que, si bien se han 
encontrado condiciones en las que la enzima PLDSP, supuestamente específica para PC, 
hidroliza a la SM (apartado 4.3.9.1), en la reacción directa a pH = 8 no se observa 
ninguna señal para la SM (sección 4.3.9.2), volviendo a colocar a la enzima PLDSP en 
una posición interesante en el desarrollo de una determinación específica para PC.  
 
En el caso de la enzima PLDSC, a priori inútil en una metodología selectiva 
(según la información teórica previa), los resultados obtenidos al estudiar la influencia 
del calcio en los procesos directos PLDSC – PC y PLDSC – SM (apartados 4.2.2.3 A y 
4.2.3.2 A) sugieren que la enzima posee cierto potencial para la determinación 
específica de SM, puesto que existe un intervalo de concentración de Ca(II) (10 – 20 
mmol·L-1) para el cual la reacción funciona considerablemente mejor para SM que para 
PC. Esto último se puede ver en la Figura 5.1, en la cual se han representado las áreas 
obtenidas en el proceso directo PLDSC – ChOx - fosfolípido para cada una de las 
concentraciones del catión estudiadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.1. Comparativa de la influencia del calcio en las reacciones directas. [PLDSC] = 166,67 
U·mL-1; [ChOx] = 1,52 U·mL-1; pH = 8; % etanol = 5 (v/v). [PC] = 6,90·10-4 mol·L-1. [SM] = 5,41·10-4 
mol·L-1. 
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 Los intentos de desarrollar la reacción directa utilizando la enzima PLDAH no 
dieron buenos resultados; en ningún caso se obtuvo una señal óptima para PC ni para 
SM, su potencial interferencia, ni siquiera con la enzima modificada con rutenio. Sin 
embargo, las pruebas realizadas separando los procesos de hidrólisis y oxidación 
muestran como esta enzima, en las mismas condiciones de trabajo, genera una señal 
minúscula para SM en relación a su homóloga para PC, lo que indica que apenas 
reacciona con el primer lípido (sección 4.1.3). Esta característica la hace interesante si 
se pretende diseñar una metodología de análisis selectiva hacia PC. Es evidente que la 
misma tendría que estar basada en la separación de las dos reacciones enzimáticas.   
 
d) Sensibilidad y rango lineal  
 
En el diseño de una metodología para el análisis de muestras reales basada en la 
reacción directa, merece la pena remarcar las diferencias de sensibilidad que se obtienen 
para los procedimientos desarrollados a partir de las dos enzimas más adecuadas para 
este propósito, PLDSP y PLDSC. Si se tienen presentes los resultados expuestos en las 
secciones 4.2.2.3 E y 4.3.8, dónde se llevaba a cabo un estudio de calibración y se 
presentaban las características analíticas asociadas a los métodos relacionados con 
ambas fosfolipasas, se puede observar como la sensibilidad del método desarrollado con 
PLDSP es mejor (aproximadamente el doble). En la Tabla 5.2 se muestran las 
sensibilidades de los métodos correspondientes a las dos enzimas. Las condiciones en 
las que fueron desarrollados aparecen en las secciones mencionadas unas líneas más 
arriba.  
 
Enzima Sensibilidad 
PLDSP 2,77·108 
PLDSC 1,57·108 
 
Tabla 5.2. Comparativa  entre las sensibilidades obtenidas para PLDSC  y PLDSP en la reacción directa 
con PC.   
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Al recordar la discusión de las características analíticas asociadas a los métodos 
de las dos fosfolipasas, puede parecer que el aumento se sensibilidad que brinda la 
PLDSP no es significativo frente al que ofrece la PLDSC, puesto que ya se ha comentado 
que la sensibilidad puede modificarse al hacer cambios en las concentraciones de las 
enzimas, especialmente en la de fosfolipasa. No obstante, no hay que olvidar la 
fluorescencia de fondo que generan las PLDs, que actúa negativamente sobre la señal de 
la ChOx, la enzima responsable de la señal analítica. En este sentido, si bien un 
incremento de la concentración de PLDSC podría elevar la sensibilidad del método 
derivado de la misma, este aumento no es aconsejable. Por otra parte, la sensibilidad 
obtenida con PLDSP, se ha logrado con una concentración de la misma mucho menor 
que la de PLDSC, toda una ventaja en términos de la señal de fondo que genera.  
 
Si consideramos el rango lineal que ofrecen ambas enzimas, parece que la 
PLDSC se comporta mejor que la PLDSP: la primera es lineal en todo el intervalo 
estudiado, hasta aproximadamente una concentración 1·10-3 mol·L-1 de PC, mientras 
que la segunda sólo lo es (en las condiciones ensayadas), hasta un valor 1,20·10-4 mol·L-
1. No obstante, la forma de la señal obtenida para esta última enzima (mostrada en la 
Figura 4.60 y comentada en el apartado 4.3.8) parece sugerir que se podría mejorar el 
rango de respuesta lineal elevando la concentración de PLDSP y ChOx: el progresivo 
incremento inicial que se observa en la intensidad de la ChOx unido al elevado área 
obtenido indican que, tanto el proceso de hidrólisis de la PC, como el de oxidación de la 
colina liberada, se producen lentamente para concentraciones altas de lípido. Un 
aumento en la concentración de ambas enzimas daría lugar a una señal del tipo ChOx – 
colina, mucho más deseable y que contribuiría a mejorar el rango lineal del 
procedimiento llevado a cabo con PLDSP.  
 
En vista de los resultados que se han presentado, en el diseño de una 
metodología para la determinación de PC basada en la reacción directa, las ventajas 
asociadas a la sensibilidad y rango lineal que presenta la PLDSP frente a la PLDSC 
unidas a la elevada selectividad de la primera hacia PC, parecen convertir a la PLDSP en 
la enzima más recomendable de las tres estudiadas.  
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A partir de la comparación anterior se decidió descartar la PLDAH para el diseño 
de una metodología aplicable a muestras reales y estudiar las posibilidades de PLDSP y 
PLDSC, debido fundamentalmente a la alta sensibilidad y especificidad de la primera 
hacia PC y a la posibilidad que ofrece la segunda de determinación conjunta de los 
fosfolípidos presentes en plasma.  
 
5.2.- EXPERIENCIAS PREVIAS 
 
En esta sección se desarrollan los resultados obtenidos a partir de una serie de 
experimentos iniciales centrados en la selección de un tratamiento de muestra adecuado 
y en la búsqueda de una primera señal en las reacciones directa y en dos pasos 
originadas por los fosfolípidos presentes en dos tipos de muestras: un suero sintético 
comercial (Data – Trol NTM) y una muestra de plasma humano.  
 
5.2.1. Necesidad de hacer tratamiento de la muestra 
 
Una de las partes más laboriosas de cualquier procedimiento de análisis aplicado 
a muestras reales suele ser el tratamiento de muestra, por lo que en este apartado se 
evalúa si es necesario o no la realización del mismo. Se eligió la enzima PLDSP, debido 
a su alto rendimiento en la reacción de hidrólisis y a que no presentaba interferencias 
espectrales y se evaluó la influencia de la matriz de la muestra tanto en la metodología 
en dos pasos como en reacción directa.  
 
[PLDSP], U·mL-1 200,52 
[Ca(II)], mmol·L-1 40 
Tiempo incubación, horas 5 
Temperatura, º C 25 
pH 8 
Agitación Magnética, constante durante toda la reacción 
 
Tabla 5.3. Condiciones de la reacción PLDSP – Plasma humano 
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Se comenzó aplicando la metodología desarrollada con la reacción en dos pasos 
a una alícuota de plasma humano que no fue sometido a ningún tratamiento. Las 
condiciones del proceso de hidrólisis llevado a cabo sobre la misma se muestran en la 
Tabla 5.3.  
 
En relación a las condiciones utilizadas para los patrones, en el caso de las 
muestras reales se incrementó la concentración de PLD con el propósito de obtener el 
mayor rendimiento posible en la reacción de hidrólisis. Así, se fijó desde el principio 
una concentración 40 mmol·L-1 de Ca(II) debido a la ya conocida dependencia que sufre 
el proceso enzi8mático con respecto al citado catión. Se mantuvo un tiempo de reacción 
elevado para asegurar que todo el lípido reaccionase. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.2. Adición de la incubación PLDSP – plasma sin tratar sobre una disolución de ChOx. 
[ChOx] = 1,54 U·mL-1; pH = 8; λexc = 286 nm; λem = 336 nm; ancho de banda espectral = 4 nm para 
ambos monocromadores. 
 
La Figura 5.2 muestra el registro obtenido al medir la variación de fluorescencia 
de la enzima ChOx cuando se adiciona una alícuota de la hidrólisis anterior. Como se 
puede ver, justo en el preciso instante en el que se adiciona se produce un gran aumento 
en la intensidad de fluorescencia. Este incremento obligó a disminuir la anchura de 
banda espectral para no saturar la respuesta del espectrofluorímetro, además de ser un 
indicativo claro de la presencia, como mínimo, de una gran cantidad de proteínas en la 
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hidrólisis llevada a cabo con la muestra de plasma. En realidad, antes de realizar el 
experimento, ya se esperaba un aumento en la intensidad, dado que sabíamos que una 
muestra no tratada presentaría fluorescencia en la zona UV debida principalmente a sus 
proteínas. La incógnita residía en si se podría ver la señal ChOx – colina con un fondo 
tan grande. La respuesta es que no es posible, tal y como se puede observar en la figura. 
Esto no significa que no haya colina libre procedente de la incubación realizada a partir 
de la muestra no tratada, sino que la señal de fondo aportada por las proteínas presentes 
en la muestra impide ver la originada por la enzima en la oxidación del aminoalcohol 
(de hecho se observa una pequeña señal en los primeros 100 segundos tras la adición). 
Es decir, con el sistema de detección escogido, basado en la fluorescencia intrínseca de 
la ChOx, no es posible analizar la colina liberada en la hidrólisis debido a la elevada 
señal aportada por las proteínas presentes en la muestra no tratada. 
 
Estos hechos se comprobaron al realizar el procedimiento basado en la reacción 
directa, pero esta vez en un suero sintético (Data – Trol NTM) cuya matriz en principio 
es más sencilla. Las condiciones se muestran en la Tabla 5.4. 
 
[PLDSP], U·mL-1 80,54 
[Ca(II)], mmol·L-1 40  
[ChOx], U·mL-1 2,97 
pH 8 
% etanol 5 
λ excitación, nm 286 
λ emisión, nm 336 
Anchura de rendijas 5 nm para ambos monocromadores 
 
Tabla 5.4. Condiciones de reacción y parámetros de medida en el proceso PLDSP – ChOx – Datatrol. 
 
La Figura 5.3 recoge el registro obtenido en esta experiencia. En la misma se 
puede observar de nuevo un aumento remarcable de la intensidad de fluorescencia justo 
en el preciso momento en el que se introduce la muestra. Al igual que en el caso 
anterior, el incremento está originado por la matriz de la muestra, principalmente por las 
proteínas presentes. En cualquier caso, impiden ver cualquier posible variación en la 
señal de la ChOx que permita seguir la reacción. 
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Por todo lo expuesto, es evidente que es necesario realizar un tratamiento de 
muestra. A pesar de que no se realizó un experimento similar con PLDSC, la conclusión 
también es perfectamente extensible a esta enzima. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.3. Señal obtenida para la reacción PLDSP – ChOx – Plasma sintético NO tratado cuando se 
sigue el proceso mediante las variaciones de fluorescencia intrínseca de la ChOx. 
 
5.2.2.- Tratamiento de la muestra y ensayos cualitativos 
 
La base del tratamiento de muestra efectuado se apoyaba en dos pilares 
fundamentales: la simplicidad y la eliminación, en la medida de lo posible, de las 
proteínas presentes en el plasma responsables de la problemática señal de fondo en la 
zona ultravioleta. 
 
Considerando todo lo anterior, se efectuó una extracción líquido-líquido con una 
mezcla cloroformo/metanol, tal y como se describe en la sección 2.3.1. De este modo se 
pretendían separar los lípidos (fase orgánica) del grueso de proteínas de la muestra de 
plasma (que pasa a la fase acuosa junto con otros compuestos hidrosolubles). 
 
En este caso merece la pena destacar una importante ventaja que a priori 
proporciona una metodología basada en la utilización de enzimas: la propia selectividad 
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o especificidad del proceso enzimático evita la realización de etapas adicionales de 
separación para aislar las diferentes familias de lípidos.  
 
A.- Reacciones en dos pasos 
 
Las primeras pruebas realizadas estuvieron orientadas a la búsqueda de señal en 
muestras de suero o plasma separando los procesos de hidrólisis y oxidación. Por una 
parte, estos experimentos iniciales serían un indicativo de la efectividad de las enzimas 
estudiadas en su reacción con los lípidos provenientes de muestras reales. Por otra 
parte, la obtención de una señal sería una primera constatación de que el proceso de 
extracción realmente consigue aislar a los fosfolípidos en la fase orgánica. Se utilizaron 
ambas enzimas lipasas, PLDSP y PLDSC. 
 
Se comenzó el estudio con la enzima PLDSP aplicando primero la metodología a 
un plasma sintético, Data – Trol NTM, y luego al plasma humano. 
 
Tras someter a las muestras al tratamiento descrito, los extractos que se 
obtuvieron fueron reconstituidos en un volumen de etanol igual al de muestra tomado 
inicialmente. 
 
Con los extractos reconstituidos, se realizó una hidrólisis con PLDSP en las 
condiciones reflejadas anteriormente en la Tabla 5.3. Merece la pena volver a destacar 
que en el caso de las muestras reales se incrementó la concentración de PLD para 
obtener el mayor rendimiento posible en la reacción de hidrólisis. También se fijaron 
tiempos de reacción elevados para conseguir hidrolizar la mayor cantidad de lípido 
posible. 
 
La Figura 5.4 muestra el registro obtenido al inyectar una alícuota de la 
incubación PLDSP – Datatrol sobre una disolución de ChOx amortiguada a pH = 8. En 
la misma se puede observar una señal del tipo ChOx – colina que indica claramente que 
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la hidrólisis se ha producido liberándose el aminoalcohol proveniente de los lípidos 
presentes en el suero. Este hecho supone un avance importante porque indica que la 
matriz presente en la muestra tratada no interfiere de un modo significativo en ninguna 
de las dos reacciones. Por otra parte, la señal obtenida confirma la presencia de 
fosfolípidos en el suero sintético, ya que en la ficha de especificaciones del producto, en 
la cual vienen las concentraciones de algunas especies, no se da ningún dato respecto a 
estos compuestos. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.4. Adición de la incubación PLDSP – Datatrol sobre una disolución de ChOx. [ChOx] = 1,60 
U·mL-1. pH = 8. λexc = 286 nm; λem = 336 nm; ancho de banda espectral = 5 nm para ambos 
monocromadores. 
 
En cuanto al plasma, los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.5. 
Estos se exponen junto con los de un “blanco de hidrólisis”, consistente en realizar una 
incubación idéntica a la anterior en todo salvo por la enzima fosfolipasa, que está 
ausente en el blanco.  
 
La señal obtenida aporta información muy valiosa sobre las dos cuestiones 
citadas anteriormente. En primer lugar, se puede comprobar como la reacción de 
hidrólisis funciona con los fosfolípidos procedentes del plasma, en el entorno que 
presenta la muestra tras el tratamiento. Si bien en el proceso en dos pasos no es tan 
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importante (debido a la dilución de la incubación tras inyectar la alícuota de la misma 
en la disolución de ChOx), no se observa una señal de fondo que pueda suponer un 
problema para la dinámica de trabajo basada en la medida a las longitudes de onda del 
triptófano. Esto indica que no hay una cantidad significativa de proteína, un hecho que 
supone una primera prueba de que el tratamiento de muestra es el correcto. El segundo 
hecho que apoya la validez del proceso de extracción llevado a cabo es, evidentemente, 
la propia señal obtenida para la muestra, que nos indica que los fosfolípidos del plasma 
están presentes en la fase orgánica aislada, llevada a sequedad y reconstituida. 
 
 
 
 
 
Figura 5.5. Adición de las incubaciones PLDSP – plasma y blanco sobre una disolución de ChOx. 
[ChOx] = 3,32 U·mL-1. pH = 8. λexc = 286 nm; λem = 336 nm; ancho de banda espectral = 5 nm para 
ambos monocromadores. Azul: incubación de plasma. Rojo: blanco de hidrólisis con  plasma. 
 
Respecto al blanco de incubación, hay que comentar que fue una experiencia 
diseñada para comprobar si se daba alguna de las dos situaciones bajo las cuales la 
muestra real podía generar alguna señal del tipo ChOx - colina en una incubación 
realizada en ausencia de fosfolipasa. La primera situación correspondería al hecho de 
que, tras el tratamiento, quedasen restos de fosfolipasa en la fase orgánica seleccionada, 
situación en principio bastante improbable, ya que se ha visto que no hay señal de fondo 
supuestamente generada por proteínas en el resto de incubaciones testeadas. La segunda 
se centra en la posibilidad de que pueda haber restos de colina en la fase orgánica tras la 
extracción. El registro rojo de la Figura 5.5 parece indicar que en las muestras de 
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plasma estudiadas no se ha producido ninguna de las dos situaciones expuestas. A pesar 
de que se ha incluido en este subapartado, referente a PLDSP, obviamente es extensible a 
todo el estudio, puesto que se centra en el contenido de los extractos de plasma 
reconstituidos. 
 
En cuanto al analito del que procede la colina responsable de la señal obtenida 
con ChOx, todos los estudios realizados hasta ahora apuntan a que la mayor parte del 
aminoalcohol procede de la PC debido a que:  
 
a.) Los experimentos realizados con el patrón de SM y PLDSP (Capítulo 4.3.9) 
realizando los dos procesos por separado mostraban como la cantidad de colina liberada 
en la hidrólisis disminuía al aumentar el pH por encima de 5,5. A pH 7 el rendimiento 
ya disminuía considerablemente (Figuras 4.62 y 4.63) por lo que es de esperar que se 
reduzca mucho más a pH = 8, el utilizado en la anterior experiencia. 
 
b.) La reacción en un paso llevada a cabo con el patrón comercial de SM a pH = 
8 no originaba ninguna señal (Figura 4.64). 
 
De cualquier modo, en el diseño de un método selectivo en dos pasos para el 
análisis en plasma de PC en presencia de SM, es posible recurrir a la eliminación del 
Ca(II) en el proceso de hidrólisis. Bajo esta circunstancia a pH = 7 no tiene lugar la 
reacción con SM (sección 4.3.9.1) y a pH = 8 si que se produce con PC, tal y como se 
expuso en la sección 4.3.2. 
 
En cuanto a la enzima PLDSC se aplicó el procedimiento a una muestra de 
plasma humano según las condiciones de reacción que se muestran en la Tabla 5.5.  
 
Al igual que con la anterior enzima, la concentración de fosfolipasa, de Ca(II) y 
el tiempo de reacción, fueron fijados con el propósito de obtener un rendimiento 
elevado en el proceso de hidrólisis. 
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 [PLDSC], U·mL-1 201,04 
[Ca(II)], mmol·L-1 10 
Tiempo incubación, horas 3,5 
Temperatura, º C 25 
pH  8 
Agitación Magnética, constante durante toda la reacción 
 
Tabla 5.5. Condiciones de la reacción PLDSC – plasma 
 
Simultáneamente a la reacción con plasma, se llevó a cabo otra en las mismas 
condiciones con el patrón comercial de PC, con el propósito de comparar los resultados 
obtenidos. La concentración elegida de PC fue tal que la concentración de colina en la 
cubeta de medida fuese de 8,50·10-5 mol·L-1 si la hidrólisis se hubiese producido al 
100%. La Figura 5.6 muestra los registros resultantes al inyectar volúmenes iguales de 
las incubaciones de plasma y PC sobre un mismo volumen de una disolución 1,42 
U·mL-1 de ChOx amortiguada a pH = 8 (concentración tras la adición de las alícuotas). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.6. Adición de las incubaciones PLDSC – plasma y  PLDSC – PC sobre una disolución de 
ChOx. [ChOx] = 1,42 U·mL-1. pH = 8. λexc = 286 nm; λem = 336 nm; ancho de banda espectral = 5 nm 
para ambos monocromadores. Azul: PC; [colina] = 8,50·10-5 mol·L-1, suponiendo el 100 % de hidrólisis. 
Rojo: plasma. 
 
                                                          DETERMINACIÓN DE PC EN MUESTRAS BIOLÓGICAS 
 215
Los resultados expuestos en la anterior figura permiten concluir varios hechos. 
El primero es que la PLDSC reacciona con los fosfolípidos presentes en el extracto 
reconstituido procedente de plasma humano. En segundo lugar, la información que 
proporciona el registro rojo confirma algunas de las observaciones realizadas con la 
PLDSP referentes al tratamiento de muestra: se vuelve a comprobar como los lípidos 
están presentes en la fase orgánica seleccionada, además de experimentar de nuevo una 
ausencia de señal de fondo debida a proteínas, hechos que vuelven a poner de 
manifiesto que el tratamiento de muestra es el correcto.  
 
Para concluir con este apartado, merece la pena destacar que la señal presentada 
en la Figura 5.6 está originada por colina procedente de PC y SM, ya que la enzima 
PLDSC no es especifica hacia ninguno de los dos analitos al pH en el que ha transcurrido 
la reacción con plasma. En base a las áreas obtenidas para las dos señales, se puede 
hacer una primera estimación de la concentración de fosfolipidos en la muestra. Así, la 
concentración de los mismos está en torno a 3,6·10-3 mol·L-1.  
 
B.- Reacción directa 
 
Tras los buenos resultados obtenidos con el método en dos pasos, se decidió 
estudiar si los procesos llevados a cabo simultáneamente con estas muestras  producían 
señales que se pudiesen utilizar con fines analíticos en la determinación de PC.  
 
Se utilizaron ambas enzimas lipasas, PLDSP y PLDSC. Las muestras fueron 
sometidas al tratamiento antes descrito y los extractos fueron reconstituidos en un 
volumen de etanol igual al de muestra tomado inicialmente. 
 
Se comenzó el estudio con la enzima PLDSP aplicando la metodología tanto al 
suero sintético, Data – Trol NTM, como al plasma humano. 
 
 
Determinación enzimática de lípidos que contienen un residuo de colina en su estructura  
216 
530
550
570
590
610
630
650
670
690
0 500 1000 1500 2000
tiempo, s
I, 
u.
r.
In
te
ns
id
ad
 d
e 
flu
or
es
ce
nc
ia
, u
.r
. 
Para ello se llevó a cabo una reacción simultánea con los extractos reconstituidos  
de las muestras. Las condiciones del proceso se han recogido en la Tabla 5.4. En 
relación a las mismas, merece la pena destacar que tanto el pH como las 
concentraciones de enzimas y Ca(II) son las que se consideraron óptimas en los estudios 
desarrollados con el patrón de PC, expuestos en el apartado 4.3.8. 
 
La Figura 5.7 muestra el registro obtenido para la muestra de suero sintético. 
Para tener una señal de referencia, también se ha representado la señal producida al 
inyectar una alícuota de una disolución de PC en etanol sobre la mezcla de enzimas, 
siendo el volumen adicionado y el final iguales a los fijados en el caso del Data – Trol 
NTM. 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
Figura 5.7. Señal obtenida para la reacción PLDSP – ChOx – Plasma sintético cuando se sigue el 
proceso mediante las variaciones de fluorescencia intrínseca de la ChOx. Rojo: adición de Data – Trol 
NTM. Azul: adición del patrón comercial, [PC] = 9,62·10-5 mol·L-1 (tras la adición). 
 
Teniendo en cuenta que a partir del estudio de la reacción en dos pasos ya se 
pudo asegurar la presencia de fosfolípidos en el Data – Trol NTM tratado y reconstituido, 
la conclusión más importante que se puede obtener de la anterior figura es que la 
reacción directa puede emplearse para determinar la PC presente en el plasma, puesto 
que se ha visto un perfil similar al de la reacción ChOx – colina.  
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Este hecho demuestra también que el tratamiento de muestra no sólo es capaz de 
“aislar” los lípidos en la fase seleccionada, sino que también elimina de la misma las 
proteínas y otras sustancias de la matriz que pueden presentar absorción en la zona UV. 
Esto ya se había manifestado en las señales correspondientes a los experimentos 
basados en la realización independiente de hidrólisis y oxidación, sin embargo, debido a 
la dilución inherente a la separación de los procesos, es la reacción simultánea la que 
permite concluir con mayor fiabilidad que el tratamiento de muestra seleccionado es 
correcto en cuanto a la eliminación de interferencias de matriz. 
 
En la Figura 5.7 aparece también el registro correspondiente a una reacción 
directa llevada a cabo con el patrón de PC, lo que ofrece una estimación cualitativa de la 
cantidad de PC presente en los extractos reconstituidos de Data – Trol NTM, siendo 
evidente, por el área encerrada bajo el registro, que la concentración del fosfolípido es 
menor en la muestra que en la disolución del patrón empleada. La concentración de PC 
obtenida a partir de la estimación es 1,1·10-3 mol·L-1.   
 
En cuanto al plasma humano los resultados se muestran en la Figura 5.8. En ella 
se puede comprobar como el plasma tratado origina una señal del tipo ChOx – colina, 
similar a la del patrón comercial de PC. Por las mismas razones mencionadas en los 
procesos en dos pasos para el suero sintético y el plasma humano, la señal obtenida se 
puede asignar únicamente a la PC. 
 
Además de la señal tipo ChOx – colina obtenida, merece la pena destacar el 
importante aumento en la señal base que se origina tras la adición de los extractos 
reconstituidos. Este incremento no se manifestaba en el plasma sintético y se cree que es 
debido a la dispersión formada al adicionar la muestra reconstituida sobre la disolución 
de enzimas, ya que tras introducir el plasma en la cubeta de medida se observaba una 
ligera turbidez. 
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Figura 5.8. Señal obtenida para el proceso directo desarrollado con la muestra tratada de plasma 
humano al seguir el proceso mediante las variaciones de fluorescencia intrínseca de la ChOx. 
 
Como se ha ido comentando, la enzima PLDSP es esencialmente inactiva con SM 
si se trabaja desarrollando los procesos de hidrólisis y oxidación simultáneamente, lo 
que la convierte en idónea para la determinación selectiva de PC. Por otra parte, todos 
los estudios realizados con los patrones indican que, cuando se utiliza PLDSC, la 
fluorescencia intrínseca de la enzima ChOx se modifica tanto en la reacción directa 
llevada a cabo para SM como en la desarrollada para PC, lo que convierte a esta lipasa 
en idónea para determinar la cantidad total de ambos analitos en una muestra. Aunque 
no es un objetivo de esta tesis, se decidió comprobar esta posibilidad.  
 
Utilizando PLDSC, se llevó a cabo una reacción directa con los extractos 
reconstituidos de la muestra de plasma humano tratado según las condiciones de 
reacción que aparecen en la Tabla 5.6. Las cantidades de enzimas y calcio empleadas, 
así como el pH de medida fueron seleccionados de acuerdo con las optimizaciones 
realizadas con los patrones. Respecto a la enzima ChOx, no se elevó demasiado la 
concentración para evitar un consumo demasiado rápido de la colina liberada que 
dificultase la visualización de la señal.  
 
La Figura 5.9 recoge la señal obtenida en el proceso directo desarrollado con la 
muestra y con un patrón de PC 
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[PLDSC], U·mL-1 174,89 
[Ca(II)], mmol·L-1 40  
[ChOx], U·mL-1 1,35 
pH 8 
% etanol 5 
λ excitación, nm 286 
λ emisión, nm 336 
Anchura de rendijas 5 nm para ambos monocromadores 
 
Tabla 5.6. Condiciones de reacción y parámetros de medida en el proceso PLDSC – ChOx – Plasma 
humano 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.9. Señal obtenida para el proceso directo desarrollado con la muestra tratada de plasma 
humano (rojo) y un patrón de PC (azul; [PC] = 2,62·10-4 mol·L-1) al seguir el proceso mediante las 
variaciones de fluorescencia intrínseca de la ChOx 
 
Se puede observar como los extractos de plasma originan una señal similar a la 
del patrón comercial del fosfolípido, señal que estaría originada por SM y PC. Tal y 
como sucedía al trabajar con PLDSP, se observa una importante señal de fondo debida a 
la suspensión formada tras la adición de los extractos reconstituidos sobre la disolución 
de enzimas. 
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C.- Ensayos de recuperación  
 
Una vez se ha visto la necesidad del tratamiento realizado a las muestras de 
plasma y que las mismas dan la señal esperada con este procedimiento, en este apartado 
se estudia la eficiencia del tratamiento de muestra atendiendo a la cantidad relativa de 
fosfolípidos del plasma no tratado que se encuentra presente en los extractos finales 
reconstituidos.  
 
Para este propósito se diseñó un experimento que consistía en adicionar una 
misma cantidad de una disolución de PC a dos alícuotas iguales de un mismo plasma en 
distintos puntos del tratamiento: antes de someterlo a todo el proceso y después de 
reconstituir los extractos tras el mismo. El objetivo era comparar las señales obtenidas y 
estimar el porcentaje de PC presente en los extractos finales tras llevar a cabo el 
tratamiento completo de la muestra. El ensayo se desarrolló efectuando las reacciones 
de hidrólisis y oxidación por separado, utilizando PLDSP para la primera. También se 
llevó a cabo, con el mismo plasma, una reacción en la que no se dopó al mismo con el 
patrón. Las condiciones de la reacción PLDSP - PC aparecen en la tabla Tabla 5.7.  
 
 [PLDSP], U·mL-1 198,87 
[Ca(II)], mmol·L-1 40 
Tiempo incubación, horas 5 
Temperatura, º C 25 
pH  8 
Agitación Magnética, constante durante toda la reacción 
 
Tabla 5.7. Condiciones de la reacción PLDSP – plasma 
 
Al inyectar volúmenes iguales de cada una de las reacciones sobre una cantidad 
constante de una disolución de ChOx amortiguada a pH = 8, se obtuvieron tres señales 
que fueron integradas. La relación entre ellas nos indica el porcentaje de PC que se 
extrae de la muestra tras someterla al tratamiento. Hay que destacar que, para establecer 
la mencionada relación, se restó el área de la muestra no dopada a las obtenidas para los 
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plasmas sobre los que se hizo la adición de fosfolípido. De este modo, se aseguraba que 
la diferencia fuese sólo debida al patrón adicionado y no a la PC existente en la muestra. 
Tras efectuar el cálculo de la manera descrita, se observó que el área del plasma al que 
se adicionaba el patrón antes de desarrollar el tratamiento era un 33,2 % más pequeña 
que la obtenida en el que se inyectaba al final del mismo, por lo que se puede concluir 
que el tratamiento diseñado permite extraer un 66,8 % del total de PC presente en la 
muestra inicialmente.  
 
A partir de este dato y de los registros de las Figuras 5.8 y 5.9, en los que se 
muestran señales originadas tanto por los patrones como por los fosfolípidos de las 
muestras, se puede estimar la concentración de fosfolípidos y de PC que hay en el 
plasma humano. Se obtiene un valor 2,93·10-3 mol·L-1 correspondiente a los fosfolípidos 
y 8,02·10-4 mol·L-1 para la PC. El segundo valor es menor que el primero, lo cual es 
coherente debido a que procede de un ensayo realizado con PLDSP específica: 
únicamente expresa la concentración de PC. 
 
5.3.- DETERMINACIÓN DE FOSFATIDILCOLINA EN MUESTRAS REALES 
 
En el apartado anterior de EXPERIENCIAS PREVIAS se han puesto de 
manifiesto varios hechos importantes: 
 
a) Se obtiene una señal analítica para los dos tipos de muestra con los que 
se ha trabajado: plasma sintético y plasma humano. 
b) Se obtiene señal con ambas lipasas, tanto en reacción directa como en 
dos pasos.  
c) Puesto que en los estudios de los capítulos anteriores se ha observado que 
PLDSP era prácticamente especifica para PC, la señal obtenida usando esta enzima 
para efectuar la hidrólisis se puede asignar a PC, mientras que la obtenida usando 
PLDSC sería debida a ambos fosfolípidos (PC y SM). 
d) Es imprescindible realizar el tratamiento de muestra propuesto. 
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 Además de todo lo anterior, otro punto a tener en cuenta es qué tipo de 
calibración realizar. Independientemente del analito o la metodología empleada para su 
análisis y debido a la complejidad de la matriz presente en las muestras, se decidió 
afrontar las determinaciones mediante calibración por adición estándar, para evitar 
cualquier interferencia física o química de la matriz. Para ello, las adiciones de los 
patrones se llevaron a cabo sobre las muestras antes de someterlas al tratamiento de 
muestra; de este modo el resultado final contempla las pérdidas de analitos y el 
porcentaje de recuperación derivados de la extracción de los mismos en las muestras. 
 
Con toda la información obtenida hasta aquí se aborda ahora la cuantificación 
de PC en muestras reales. Aunque no es objetivo de esta tesis, se ha hecho también un 
primer intento de determinación de SM. Las pruebas y resultados se exponen en el 
ANEXO II, dejando abierta esta posibilidad, así como la de la determinación conjunta 
de los fosfolípidos. 
 
La concentración de fosfolípidos en plasma puede variar de un individuo a otro. 
En la Tabla 5.8 se recogen diferentes concentraciones de PC obtenidas en la 
bibliografía consultada. 
 
Referencia/autor [PC], mol·L-1 
[1]/Blaton 2,34·10-3  
[2]/Hojjati 1,73·10-3  
[3]/Hidaka 1,99·10-3  
[4]/Quehenberger 1,97·10-3 
 
Tabla 5.8. Concentraciones del PC en plasma según fuentes bibliográficas 
 
A falta de una muestra certificada de plasma con concentraciones exactamente 
conocidas de fosfolípidos, los datos de la tabla anterior son los que se tomaron como 
referencia para evaluar si la metodología era adecuada para la determinación de 
fosfolípidos. 
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En las muestras reales estudiadas (Data – Trol NTM y plasma humano) van a 
existir tanto PC como SM por lo que, teniendo en cuenta las conclusiones que se han 
ido obteniendo a lo largo de todo el estudio realizado, la mejor alternativa para la 
determinación selectiva de PC es la que implica el desarrollo de la reacción directa 
con la enzima PLDSP. 
 
Respecto a las condiciones empleadas (concentraciones de enzimas y calcio), 
son las ya recogidas en la Tabla 5.4, correspondientes a las mejores que se encontraron 
a partir de los ensayos realizados con el patrón. El pH seleccionado, cuyo valor es 8, 
proporciona la mejor señal para el proceso directo, pero también es muy importante 
porque permite llevar a cabo la determinación de PC en presencia de SM, ya que con la 
enzima PLDSP no se genera ningún tipo de señal en la reacción simultánea PLD – ChOx 
– SM. 
 
5.3.1- Plasma sintético 
 
A partir de una muestra de plasma sintético se llevó a cabo una calibración por 
adición estándar en la que se agregaron dos cantidades distintas del patrón comercial de 
PC. En el primer caso, partiendo de una disolución del mismo, se añadió el volumen 
necesario para lograr que la concentración extra de fosfolípido en la muestra tuviese un 
valor igual a la de PC endógena presente en el plasma. En la segunda adición, la 
concentración agregada del patrón fue la mitad de la existente en el Data – Trol NTM. 
Tanto para esta muestra, como para la de plasma humano, en todos los cálculos 
referentes a la preparación de disoluciones del estándar de PC, se tomó 2·10-3 mol·L-1 
como concentración del fosfolípido presente en la muestra, una aproximación del valor 
ofrecido por Hidaka y Quehenberguer en sus trabajos [3; 4].  
 
 La tabla Tabla 5.9 resume las concentraciones de PC presentes en los puntos de 
la adición estándar llevada a cabo, tanto en la cubeta de medida como en la muestra 
antes de someterla al tratamiento.  
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9,70·10-5 1,97·10-4 1,94·10-3 3,94·10-3 
 
 
Tabla 5.9. Diseño de la adición estándar para la determinación de PC en plasma sintético. 
 
La Figura 5.10 muestra los registros obtenidos para cada uno de los puntos de la 
adición estándar desarrollada para el cálculo de la concentración de PC en el plasma 
sintético. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.10. Registros obtenidos en la adición estándar desarrollada con plasma sintético. λexc = 
286 nm; λem = 336 nm; ancho de banda espectral = 5 nm para ambos monocromadores. Verde: muestra 
sin adición de PC. Azul: [PC] adicionada (cubeta) = 4,85·10-5 mol·L-1. Rojo: [PC] adicionada (cubeta) 
= 9,70·10-5 mol·L-1. 
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La Figura 5.11 muestra la recta y ecuación de regresión que resultan al 
representar los valores de área de cada una de las señales obtenidas en el proceso directo 
frente a la concentración de PC adicionada.  
 
A partir de la pendiente y la ordenada en el origen obtenidas se puede extrapolar 
la concentración de analito en el plasma sintético. El resultado obtenido viene expresado 
como XPC =Xextr ± SXE siendo XPC la concentración de PC presente en el plasma 
sintético, Xextr el valor extrapolado a partir de la función lineal obtenida y SXE la 
desviación estándar cuyo cálculo se basa en la ecuación desarrollada para la adición 
estándar [5] (regresion lineal sin ponderación) cuyo valor resultó ser 2,60·10-3 ± 
0,13·10-3 mol·L-1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.11. Adición estándar de PC en la muestra de Data – Trol NTM 
 
 Lo cierto es que, aunque en las especificaciones del Data – Trol NTM no están 
recogidas las concentraciones de fosfolípidos, se puede asumir que el valor de las 
mismas es similar al de un plasma real, porque se prepara realizando adiciones de 
algunos compuestos, tales como enzimas, sobre alícuotas de suero humano. Por lo tanto, 
en base a esta premisa, es factible considerar que la concentración de PC obtenida 
mediante el calibrado por adición estándar es coherente con los valores tomados como 
referencias de la bibliografía mencionada (Tabla 5.8), centrada en el análisis de 
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muestras de plasma humano, lo que pone de manifiesto que la metodología propuesta es 
adecuada. 
 
5.3.2.- Plasma humano 
 
Ante los buenos resultados obtenidos con Data – Trol NTM, se abordó la 
determinación de PC en plasma humano, desarrollando de nuevo una calibración por 
adición estándar. La metodología fue aplicada a 3 muestras de plasma humano 
procedentes de 3 individuos distintos. Si bien en este apartado se recogen los registros y 
calibración obtenidos para una de las muestras de plasma (individuo A), las 
concentraciones de PC extrapoladas para la totalidad de las muestras estudiadas están 
reflejadas en la Tabla 5.10. 
 
Muestra [PC], mol·L-1  XPC =Xextr ± SXE 
Individuo A 1,25·10-3 ± 0,06·10-3 
Individuo B 1,76·10-3 ± 0,18·10-3 
Individuo C 1,13·10-3 ± 0,09·10-3 
 
Tabla 5.10. Concentraciones de PC obtenidas por adición estándar para 3 muestras procedentes de 
diferentes individuos  
 
El diseño de la determinación fue idéntico al llevado a cabo con Data – Trol 
NTM. Las concentraciones adicionadas del patrón de PC a las distintas fracciones del 
suero humano fueron las mismas que en el plasma sintético (Tabla 5.9).  
 
Los registros obtenidos para cada uno de los puntos del calibrado por adición 
estándar efectuado para la muestra de plasma humano se muestran en la Figura 5.12. 
Hay que destacar que la matriz presente en este tipo de muestra es mayor que en el 
plasma sintético, hecho que se deduce de la existencia de una mayor intensidad de 
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fondo al realizar la adición (la diferencia de intensidades entre la línea base antes de 
efectuar la adición y cuando se ha estabilizado tras la misma es mas grande). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.12. Registros obtenidos en la adición estándar desarrollada con plasma humano (individuo 
A). λexc = 286 nm; λem = 336 nm; ancho de banda espectral = 5 nm para ambos monocromadores. 
Azul: muestra sin adición de PC. Verde: [PC] adicionada (cubeta) = 4,85·10-5 mol·L-1. Rojo: [PC] 
adicionada (cubeta) = 9,70·10-5 mol·L-1. 
 
La Figura 5.13 recoge la recta y ecuación de regresión correspondientes a la 
determinación de PC en plasma humano por adición estándar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.13. Adición estándar de PC en la muestra de plasma humano (individuo A). 
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Del mismo modo que con los patrones o el Data – Trol NTM se ha representado 
el área de la señal obtenida en la reacción directa monitorizada mediante la 
fluorescencia intrínseca de la ChOx frente a la concentración de patrón adicionado a la 
muestra. Utilizando la pendiente y la ordenada en el origen, la concentración 
extrapolada de analito en el plasma del individuo A es 1,25·10-3 ± 0,06·10-3 mol·L-1 (de 
nuevo expresada como XPC =Xextr ± SXE). Para el resto de muestras el cálculo es 
idéntico. 
 
Si consideramos los valores que se han calculado para las tres muestras 
ensayadas, presentados en la Tabla 5.10, podemos afirmar que son realmente 
prometedores, puesto que son similares a los que reflejan en sus trabajos los autores que 
se han tomado como referencia (Tabla 5.8). Tanto los valores que se han obtenido 
aplicando la metodología propuesta en esta tesis, como los procedentes de la 
bibliografía son del mismo orden de magnitud. Las diferencias son debidas a la 
variabilidad existente entre individuos (y por tanto en las muestras biológicas derivadas 
de ellos), perfectamente reflejada si consideramos las diferencias observadas en las 
concentraciones obtenidas para las tres muestras analizadas.  
 
Hay que destacar la simplicidad del procedimiento propuesto: solamente 
requiere una extracción de la muestra y la señal está originada por la ChOx. Esto es una 
gran ventaja, puesto que evita tener que realizar modificaciones químicas de la misma, a 
pesar de que las medidas se llevan a cabo en la zona UV del espectro, sensible a 
posibles interferencias de matriz. A pesar de las ventajas del procedimiento presentado, 
sería aconsejable llevar a cabo la determinación mediante otras metodologías y utilizar 
muestras certificadas con el objetivo de comparar la bondad de los resultados. 
 
5.4.- CONCLUSIONES 
 
 Los resultados obtenidos tras aplicar la metodología desarrollada a las muestras 
de plasma humano permiten establecer las siguientes conclusiones: 
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1.- Tanto al efectuar la reacción en dos pasos como al llevar a cabo la reacción directa, 
se obtiene una señal analítica originada por los fosfolípidos presentes en las muestras de 
plasma humano. Esta señal se observa con las enzimas PLDSC y PLDSP. Para la última 
enzima, la señal esta originada por la PC debido a la especificidad que presenta hacia 
este analito (expuesta y demostrada en el CAPÍTULO 4).   
 
2.- La alta señal de fondo que presenta la muestra, originada por las proteínas que 
contiene, hace necesario aplicar un tratamiento de muestra. Se decidió llevar cabo una 
extracción de la muestra con una mezcla diclorometano/metanol, obteniendo resultados 
satisfactorios que permiten seguir la reacción a través de la fluorescencia intrínseca de 
la enzima ChOx. 
 
3.- La falta de especificidad de la enzima PLDSC, hace que no se pueda abordar la 
determinación selectiva de PC en presencia de SM. No obstante, esta enzima podría ser 
de gran utilidad en la determinación conjunta de PC y SM. 
 
4.- Se ha abordado con éxito la determinación selectiva de PC en presencia de SM con 
la enzima PLDSP llevando a cabo una calibración por adición estándar. Este hecho pone 
de manifiesto que la metodología desarrollada es útil para la cuantificación de este 
analito en muestras biológicas y sienta las primeras bases para el posterior desarrollo de 
biosensores gracias a que la reacción responsable de la señal analítica es autoindicadora.  
 
5.- La metodología basada en la reacción directa que se ha propuesto es mucho más 
rápida y menos compleja que otros métodos enzimáticos presentados en el CAPÍTULO 
1, que constan de más etapas y en los que la señal analítica está originada por 
cromóforos o fluoróforos. Que la señal analítica esté generada por la propia enzima 
supone una gran ventaja. 
 
6.- Las concentraciones calculadas aplicando la metodología propuesta están de acuerdo 
con las referencias bibliográficas consultadas, lo que apoya la validez del procedimiento 
presentado. 
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 Todo el trabajo expuesto en la primera parte de esta Memoria ha estado 
orientado fundamentalmente al desarrollo de metodología para la determinación de PC 
basada en la modificación de fluorescencia que experimenta la enzima ChOx en su 
reacción con colina, presente en la estructura del fosfolípido. La aplicación final de esta 
metodología al análisis de PC en muestras de plasma humano se ha expuesto en el 
CAPÍTULO 5.  
 
 Puesto que la flavoenzima es incapaz de oxidar el resto de colina mientras está 
ligado a la PC, se han estudiado 3 tipos diferentes de PLDs para liberar el aminoalcohol 
que posee el analito en su estructura. Cada una de ellas procede de organismos distintos. 
Por otra parte, la información comercial inicial apuntaba diferencias significativas en las 
características de las mismas. Por todo esto, a lo largo de los CAPÍTULOS 3 y 4 se han 
estudiado a fondo las tres PLDs en su reacción con PCC8, PC y SM. El primer 
compuesto, un derivado de fosfatidilcolina de cadena corta, jugó un papel importante en 
la investigación debido a dos hechos fundamentales. En primer lugar, es un compuesto 
relacionado estructuralmente con la familia de los AGEPC y el FAP, que poseen 
importancia biológica, por lo que cualquier metodología válida para el análisis de PCC8 
tiene un gran potencial para el análisis de esta familia de moléculas. En segundo lugar, 
puesto que el compuesto es soluble en agua, el medio en el que transcurren las 
reacciones enzimáticas, es un gran candidato para simplificar inicialmente el sistema y 
comenzar a estudiar las PLDs y el proceso de hidrólisis que catalizan. 
 
 En cuanto a la SM, debido a que es un fosfolípido mayoritario en plasma 
humano, supone una potencial interferencia para la determinación de PC, por lo que 
también se estudiaron las características de las enzimas en relación al proceso de 
hidrólisis con SM. 
 
 A continuación se van a exponer las conclusiones más importantes obtenidas a 
lo largo de todo el estudio. 
 
Determinación de PCC8 
 
- Utilizando PLDAH, se han obtenido señales analíticas en la reacción en dos pasos 
y en el proceso directo cuando se mide la variación de fluorescencia de la 
enzima ChOx. Estas señales pueden ser aplicadas al análisis de PCC8. 
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- Si se pretende desarrollar un análisis basado en la reacción directa, desarrollando 
los procesos de hidrólisis y oxidación simultáneamente, es aconsejable 
modificar químicamente la enzima PLDAH debido a la elevada señal de fondo 
originada por la fluorescencia de la misma en la zona UV, en la que se observa 
la variación de fluorescencia de la ChOx. 
 
- Se ha diseñado una metodología para el análisis de PCC8 basada en las 
variaciones de la enzima ChOx modificada químicamente con un derivado de 
rutenio. Esta metodología se desarrolla en un único paso (no se separan 
hidrólisis y oxidación) y puede ser aplicada a la determinación de compuestos de 
la familia AGEPC, similares estructuralmente al PCC8 y con elevado interés 
biológico, aunque esto no se ha probado. 
 
- En la metodología basada en la flavoenzima químicamente modificada, la matriz 
presente en muestras biológicas reduce considerablemente las señales analíticas 
obtenidas (pendientes asociadas a la disminución del efecto de desactivación en 
la fluorescencia del compuesto de rutenio unido a la enzima). Los estudios 
desarrollados han demostrado que esta situación puede ser solventada 
modificando las condiciones en las que se desarrolla el análisis: un incremento 
en la concentración de ChOxRu o de PLDAH permite elevar la pendiente 
obtenida en la reacción directa. 
 
Elección del disolvente adecuado para PC y tratamiento de muestra 
 
- Debido a la insolubilidad de la PC en agua, se ha considerado que la mejor 
manera de ponerla en contacto con las enzimas en el medio en el que transcurren 
las reacciones es la utilización de etanol. El fosfolípido es soluble en el mismo, 
que es miscible con agua. 
 
- Concentraciones de etanol mayores del 20 % en volumen deterioran demasiado 
la señal ChOx – colina, siendo este el valor máximo que se puede utilizar, 
aunque se recomiendan valores inferiores. 
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- El empleo de etanol para disolver los analitos es efectivo, sencillo y rápido 
frente a otras alternativas consideradas como el empleo de lipsomas o LDLs. 
 
- Para las muestras biológicas ensayadas, plasma humano y plasma sintético, se ha 
demostrado que es necesario llevar a cabo una extracción de las mismas en 
cloroformo/metanol, puesto que las proteínas de la matriz de la muestra suponen 
un serio problema al presentar fluorescencia en la zona ultravioleta que impide 
ver las variaciones en la fluorescencia de la ChOx. Así, la realización de este 
sencillo tratamiento de muestra, elimina de forma efectiva el problema de 
interferencias espectrales de la matriz de la muestra. La selectividad de las 
fosfolipasas evita tener que hacer tratamientos de muestra más complejos: con 
excepción de la SM, el resto de compuestos de la matriz no suponen un 
problema en la determinación de PC. 
 
Necesidad de calcio 
 
- En las reacciones de hidrólisis de PC y SM, se ha visto que el catión Ca(II) 
desempeña un papel muy importante en el funcionamiento de las tres 
fosfolipasas estudiadas 
 
1. En el caso de PLDAH, la enzima es esencialmente inactiva en ausencia 
del catión. Fijando una concentración 10 mmol·L-1, la hidrólisis de PC 
funciona correctamente. En estas condiciones, la cantidad de colina 
liberada en la hidrólisis de SM (potencial interferencia) es muy baja.  
 
2. Tanto la enzima PLDSC como la PLDSP son capaces de hidrolizar PC 
en ausencia de Ca(II) cuando se trabaja en discontínuo (llevando a cabo 
los procesos de hidrólisis y oxidación por separado). En cuanto a la 
reacción directa con PC, si bien se observa señal para las dos enzimas 
cuando no se introduce Ca(II) en el medio de reacción, es aconsejable 
elevar la concentración del catión hasta 40 mmol·L-1 porque el área de 
la señal obtenida aumenta. En el caso de la PLDSP, merece la pena 
remarcar que es la primera zona de la señal o “pico” inicial el que se 
incrementa al elevar la concentración de Ca(II) presente en el medio. 
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3. En cuanto a la reacción de PLDSC con SM, un incremento en la 
concentración de Ca(II) eleva el rendimiento de la reacción de 
hidrólisis (al trabajar en dos pasos) y el área de la señal obtenida en la 
reacción directa, aunque los dos procesos funcionan en ausencia del 
catión. No obstante, la influencia del Ca(II) es mucho menor que con 
PC. Además, en la reacción directa, no se observaron diferencias entre 
las concentraciones del catión ensayadas, únicamente existe un 
incremento del área entre el punto desarrollado en ausencia de Ca(II) y 
el resto de puntos. 
 
4. En ausencia de Ca(II) y en las condiciones en las que se desarrollaron 
las reacciones con PC, la enzima PLDSP es inactiva en la reacción 
directa con SM. En el proceso en dos pasos se obtiene una pequeña 
señal en presencia del catión, lo que indica que el rendimiento de la 
hidrólisis es muy bajo. Únicamente al disminuir el pH de trabajo 
respecto al utilizado con PC (pH = 8) se eleva ligeramente este 
rendimiento.  
 
pH de trabajo 
 
- Para la reacción directa en un paso, se ha encontrado un pH de compromiso para 
las enzimas PLDSC y ChOx. Lo mismo ocurre para PLDSP y la flavoenzima. A 
pH = 8 las dos combinaciones de enzimas funcionan correctamente. 
 
- En el caso de la PLDAH, el pH de compromiso entre la lipasa y la ChOx es 7 si 
se trabaja en el UV. Con la ChOx modificada químicamente los mejores 
resultados para la reacción directa se obtuvieron a pH = 6. 
 
Selectividad hacia PC en presencia de SM 
 
- Se ha comprobado que para todas las fosfolipasas estudiadas existen condiciones 
en las que reaccionan con PC y SM. 
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- La enzima PLDSP ha demostrado ser la que presenta una selectividad más 
elevada hacia PC frente a SM. En la reacción directa a pH = 8 no reacciona con 
SM y en el proceso en dos pasos prácticamente es inactiva hacia SM, 
únicamente a pH = 5,5 muestra cierta actividad hacia este último compuesto. 
Todo esto hace que la PLDSP sea la enzima más propicia para el desarrollo de 
una determinación selectiva de PC en presencia de SM. 
 
- En el rango de concentraciones de Ca(II) 10 - 20 mmol·L-1, la PLDSC ofrece un 
área superior en la reacción directa con SM frente a la que se obtiene en la 
misma reacción desarrollada con PC (ANEXO II). Estas condiciones podrían 
ser el punto de partida para diseñar una metodología selectiva hacia SM basada 
en la utilización de PLDSC. No obstante, los problemas relacionados con las 
variaciones de actividad de los últimos lotes de enzima empleados, nos llevaron 
a abandonar este planteamiento: habría sido necesario volver a estudiar y 
caracterizar la enzima. 
 
Señal de fondo de las enzimas 
 
- Todas las PLDs presentan fluorescencia en la zona UV del espectro, lo que 
origina una señal de fondo que interfiere en mayor o menor grado en la medida 
de las variaciones en la intensidad de fluorescencia que sufre la ChOx en el 
proceso redox que cataliza, utilizada en la mayor parte de los métodos que se 
proponen en esta Memoria. De entre ellas: 
 
1. La enzima PLDAH muestra una elevada señal de fondo originada por su 
baja actividad por miligramo de proteína. Esto hace recomendable la 
modificación química de la ChOx para seguir el proceso a través de la 
variación de fluorescencia del derivado de rutenio anclado a la 
estructura de la enzima. Puesto que se decidió desarrollar una 
metodología basada en la medida de la fluorescencia de la ChOx para 
el análisis de PC, se descartó la PLDAH. 
 
2. Las enzimas PLDSC y PLDSP tienen una elevada actividad por 
miligramo de proteína. Esto hace que muestren una señal de fondo 
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mucho menor, por lo que fueron seleccionadas para el desarrollo de la 
metodología basada en la fluorescencia de la ChOx. 
 
Metodología analítica desarrollada para la determinación de PC 
 
- Si se llevan a cabo las reacciones de hidrólisis y oxidación por separado, las 
enzimas PLDAH y PLDSC se pueden utilizar para la determinación de la 
concentración total de PC y SM, debido a la falta de selectividad ya mencionada 
para estas enzimas. Con PLDSP podría determinarse la concentración de PC, 
puesto que es prácticamente inactiva con SM. Aunque en este trabajo se han 
explorado mucho más a fondo los métodos basados en el proceso directo, una 
metodología fundamentada en la separación de los dos procesos, desarrollada a 
partir de los resultados y conclusiones presentados en este trabajo, ya supondría 
una importante ventaja con respecto a los métodos de análisis enzimáticos 
presentados en la INTRODUCCIÓN, mucho mas complejos y que requieren de 
fluoróforos o cromóforos para obtener una señal analítica. La gran ventaja de la 
ChOx es que la propia enzima genera la señal analítica, simplificando mucho el 
análisis.  
 
- Para la enzima PLDSC, en función del porcentaje de etanol empleado se pueden 
desarrollar diferentes metodologías analíticas basadas en la reacción directa.  
 
1. Los mejores resultados corresponden al 5 % de etanol, para el cual se 
ha obtenido una elevada sensibilidad y buena linealidad, en una 
metodología basada en las señales del tipo ChOx – colina en la que se 
relaciona el área de las mismas con la concentración de analito, 
observándose una relación lineal entre ambos parámetros. El método 
presentado ofrece la concentración conjunta de PC y SM, puesto que la 
enzima no es específica hacia PC. 
 
2. Al elevar la concentración de etanol al 20 %, se ha obtenido la 
denominada “señal atípica”, relacionada con la cinética del proceso. Se 
ha planteado que puede estar originada por la dispersión del ácido 
fosfatídico (producto de la reacción de hidrólisis). Además, se puede 
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relacionar con la concentración inicial de PC: la inversa de la 
diferencia de intensidades y del tiempo hasta que la señal alcanza un 30 
% del máximo guarda una relación lineal con la concentración de 
lípido. Esto puede tener aplicación analítica, aunque se prefirió 
continuar desarrollando metodología basada en la fluorescencia de la 
colina oxidasa. 
 
- Se ha desarrollado una metodología basada en la reacción directa y en la 
utilización de PLDSP en la que, al igual que con PLDSC, se relaciona el área de 
las señales obtenidas al medir las variaciones de fluorescencia de la ChOx con la 
concentración de PC. Presenta ciertas ventajas frente a su equivalente 
desarrollada con PLDSC: 
 
1. Es selectiva para PC en presencia de SM, puesto que la enzima es 
específica hacia el primer lípido: solo se observa señal en el proceso 
directo para PC. 
 
2. La señal de fondo de esta enzima es mucho menor que la de PLDSC. 
Además, siendo la concentración de PLDSP la mitad que la de PLDSC, 
la sensibilidad del método es mayor que la del desarrollado con la 
última enzima.  
 
- Frente a los métodos enzimáticos presentados en la INTRODUCCIÓN para el 
análisis de PC y SM, las metodologías basadas en la reacción directa, ofrecen 
incluso mas ventajas que las que se basan en la separación de hidrólisis y 
oxidación: aún se reduce más el número de etapas y tiempo del análisis. Y una 
vez más, hay que destacar que la señal analítica procede de la enzima ChOx, sin 
necesidad de añadir cromóforos ó fluoróforos. 
 
- En función de las necesidades de la muestra, se puede modificar la sensibilidad 
y el rango lineal variando las concentraciones de PLD y de ChOx. 
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Determinación de PC en muestras de plasma humano 
 
- Se ha llevado a cabo con éxito la determinación de PC en muestras de plasma 
sanguíneo mediante una calibración por adición estándar basada en la reacción 
directa efectuada con PLDSP. El método es selectivo para PC. En las muestras 
ensayadas, se han obtenido concentraciones de PC similares a las encontradas en 
otros trabajos, lo que pone de manifiesto la validez del mismo. 
 
- Conviene volver a recalcar la simplicidad del método: no exige más que una 
simple extracción de la muestra y la señal procede de la ChOx, sin necesidad de 
tener que realizar modificaciones químicas de la misma, a pesar de llevar a cabo 
las medidas en una zona aparentemente conflictiva en cuanto a interferencias de 
matriz. 
 
Perspectivas de futuro 
 
- A pesar de las grandes ventajas que ofrece el método desarrollado y la fiabilidad 
que presenta, se plantea la posibilidad de ampliar el rango de muestras analizado 
con el mismo. Además, sería conveniente analizar esas mismas muestras con 
otros métodos de referencia o aplicarlo a muestras de referencia certificadas. 
 
- Sería interesante seguir estudiando las posibilidades existentes para la 
determinación simultánea de PC y SM. En este sentido, se plantea la posibilidad 
de seguir explorando las condiciones expuestas anteriormente bajo las cuales la 
PLDSC muestra una señal muy elevada para SM y no para PC (sería una 
determinación selectiva hacia SM). Otra opción sería combinar PLDSC y PLDSP: 
la primera ofrecería la concentración de PC y SM y la segunda la de PC. Por 
diferencia, podría obtenerse la de SM. 
 
- Una alternativa interesante, a partir de las conclusiones, resultados y 
metodología expuesta en este trabajo, sería estudiar la posibilidad de adaptar esta 
última para que pudiera llevarse a cabo en soportes sólidos (láminas). Así, sería 
interesante desarrollar sensores partiendo de toda la información recabada en 
esta tesis.  
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Antes de desarrollar la segunda parte de la tesis, el autor de la presente Memoria 
considera conveniente realizar una matización en relación al título de la misma.  
 
En el contexto de la Química Analítica, el término “hyphenation”, que se viene 
traduciendo desde hace un tiempo al español como “hifenación”, se refiere a la 
yuxtaposición o combinación de un sistema o varios sistemas cromatográficos 
con varios detectores o procedimientos de detección, de cara a obtener 
información de una muestra. Este término fue introducido en 1980 por T. 
Hirschfeld (Anal. Chem. 1980, 52, 297A). 
 
Así, el título mas correcto para definir con precision el contenido de la Memoria 
habría sido “Determinación de lípidos de interés clínico en muestras biológicas. 
Posibilidades analíticas de la fluorescencia de flavoenzimas y de las técnicas 
cromatográficas hifenadas”. No obstante, el término hifenación no esta 
admitido por la Real Academia Española, por lo que se decidió sustituir la parte 
resaltada por “técnicas cromatográficas combinadas”, más ambiguo pero 
correcto desde el punto de vista gramatical.  
 
Si bien no aparece en el título de la Memoria, el término y sus derivados serán 
utilizados a lo largo de la segunda parte de la tesis. 
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 Esta introducción pretende orientar al lector en relación a la definición, familias 
y estructuras asociadas al heterogéneo grupo constituido por los esfingolípidos [1; 2; 3; 
4; 5], centrándose especialmente en los de carácter neutro, tales como la esfingomielina 
(SM), y en los glicoesfingolípidos. 
 
 Por otra parte, en esta sección, se discute la importancia biológica de estos 
compuestos, además de hacer una revisión de las metodologías analíticas existentes para 
afrontar la determinación de los mismos.  
  
6.1.- ESFINGOLÍPIDOS: CLASIFICACIÓN Y ESTRUCTURAS 
  
 Los esfingolípidos son un grupo de moléculas lipídicas complejas presentes en 
los mamíferos. En los organismos de estos seres vivos, derivan mayoritariamente de la 
esfingosina (D-eritro-esfingosina), un aminoalcohol monoinsaturado de 18 átomos de 
carbono, si bien está demostrada la existencia de esfingolípidos que poseen bases 
estructurales distintas donde la longitud de esta molécula difiere, al igual que el número 
y posición de los dobles enlaces, tal y como se puede observar en la Figura 6.1, en la 
cual aparecen las estructuras de algunas de ellas al igual que los tejidos donde se pueden 
encontrar en el organismo. 
 
 Tal y como se puede ver en la Figura 6.2, la unidad estructural básica o 
esqueleto lipídico de los esfingolípidos es un resto de ceramida procedente de la unión 
de un ácido graso con la esfingosina por medio de un enlace amida. En los mamíferos, 
la longitud de este ácido oscila entre los 14 y 26 átomos de carbono y el grado de 
instauración es variable, si bien en tejidos humanos se suelen encontrar 
mayoritariamente residuos acilo C16 o C24 unidos a la esfingosina. Al grupo hidroxilo 
del alcohol primario del esqueleto estructural que se acaba de describir se le pueden unir 
múltiples sustituyentes, lo que, unido a la variabilidad del ácido graso unido a la 
esfingosina, da lugar a una gran diversidad dentro de la familia de los esfingolípidos. 
 
 La Figura 6.3 recoge algunos de los sustituyentes que pueden unirse al alcohol 
de la molécula de ceramida y los nombres de los esfingolípidos originados. Todos ellos 
se sitúan en la posición R1. Como es de esperar tras ver la Figura 6.2, si R1 es H, la 
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molécula es ceramida. R2 hace referencia a que la longitud del ácido graso que se une a 
la esfingosina es variable. 
 
 
 
Figura 6.1. Diferentes variantes estructurales de la base esfingosina que sirven como punto de partida 
para la formación de esfingolípidos. 
 
 Los esfingolípidos que van a protagonizar este trabajo son la esfingomielina 
(SM) y los glicoesfingolípidos. La primera pertenece a la familia de los 
fosfoesfingolípidos, es decir, aquellos esfingolípidos que tienen al menos un grupo 
fosfato unido al alcohol primario del esqueleto lipídico. Atendiendo a su estructura y 
siguiendo la Figura 6.3, se puede observar que en esta molécula se ancla un residuo de 
fosfocolina al resto de ceramida. Al volver a prestar atención a la misma figura, se 
pueden ver las estructuras de otros dos ejemplos de fosfoesfingolípidos: ceramida 1-
fosfato y fosfatidiletanolamina. El primero de ellos es el fosfoesfingolípido más 
sencillo, donde sólamente hay un grupo fosfato unido al grupo alcohol de la base de 
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ceramida. En el segundo es un residuo de fosfoetanolamina el que se ancla al esqueleto 
lipídico. 
 
Figura 6.2. Formación de la unidad estructural básica de los esfingolípidos: ceramida. 
 
 
Figura 6.3. Estructura básica de los esfingolípidos: esqueleto de ceramida y grupo unido en el alcohol 
primario. 
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 Los glicoesfingolípidos son un grupo de moléculas que constan de una cadena 
hidrofílica de oligosacáridos unida por un enlace glucosídico a la unidad estructural 
hidrofóbica ceramida. En la anterior figura aparece el ejemplo más sencillo de este tipo 
de moléculas: glucosilceramida, en la que un resto de glucosa se une a la ceramida. A lo 
largo de esta sección se ha estado comentando la variabilidad existente en la parte 
lipídica de los esfingolípidos. En los glicoesfingolípidos hay que sumar una componente 
más a esta variabilidad: el elevado número de oligosacáridos distintos que pueden 
unirse a la ceramida da lugar a una gran heterogeneidad, habiéndose descrito más de 
300 moléculas de glicoesfingolípidos diferentes. 
 
 Dentro del extenso grupo de los glicoesfingolípidos, existen 4 familias 
principales: cerebrósidos, globósidos, sulfátidos y gangliósidos. Las dos primeras 
constituyen un grupo de lípidos neutros, mientras que las dos últimas pertenecen a los 
denominados glicoesfingolípidos ácidos (que presentan carga eléctrica negativa), debido 
a que contienen grupos funcionales ionizados: sulfato y ácido siálico, respectivamente. 
 
 Los cerebrósidos representan la familia de glicoesfingolípidos más sencilla. En 
ellos hay una unidad de glucosa o galactosa unida al residuo de ceramida. Desde un 
punto de vista sintético en el organismo, sirven como punto de partida para la formación 
de cientos de estructuras de glicoesfingolípidos que se generan mediante sucesivas 
uniones de otros azúcares por repetición del enlace glucosídico. 
 
 En los globósidos el resto unido a la molécula de ceramida es un oligosacárido 
que contiene dos o más residuos de azúcar. Los monosacáridos más habituales que 
conforman la parte glucídica de estas moléculas son la glucosa, galactosa, N-
acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina. 
 
 Los sulfátidos proceden de glicoesfingolípidos en los que uno de los alcoholes 
del azúcar se esterifica con un grupo sulfato. 
 
 Los gangliósidos se caracterizan por la presencia de una o varias unidades de 
ácido siálico en la cadena oligosacárida. Estos ácidos comparten un esqueleto de 9 
carbonos en el cual hay un ácido carboxílico en el átomo de carbono 1, enlazándose con 
los oligosacáridos unidos a la ceramida mediante un enlace glucosídico a través del 
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carbono 2. En las células de los mamíferos se encuentran dos variantes de este ácido, en 
función del grupo que tienen ligado al carbono 5: ácido N-acetilneuramínico (Neu5Ac) 
y ácido N-glicolilneuramínico (Neu5Gc). Merece la pena destacar que los gangliósidos 
presentes en los organismos humanos contienen Neu5Ac, estando presente el Neu5Gc 
en fetos y células tumorales. Otras especies de mamíferos sí que muestran ambos ácidos 
en sus glicoesfingolípidos. 
 
 La Figura 6.4 muestra las estructuras de 4 moléculas que pertenecen a cada una 
de las familias de glucolípidos descritas. El compuesto “a” es glucosilceramida, un 
cerebrósido en el que una molécula de glucosa se ha unido a un resto de ceramida 
mediante un enlace glucosídico. La estructura “b” corresponde al compuesto 
lactosilceramida, una molécula perteneciente al subgrupo de los globósidos, en la cual la 
lactosa es el oligosacárido enlazado a la ceramida. La molécula “c”, corresponde a un 
sulfátido, en el que un grupo sulfato se ancla al monosacárido galactosa enlazado a la 
unidad de ceramida. El compuesto “d”, GM3, pertenece a la familia de los gangliósidos. 
Se ha marcado en la figura la unidad de ácido siálico (en este caso es ácido N-
acetilneuramínico). Desde el punto de vista del sistema de nomenclatura empleado para 
este grupo de lípidos, introducido por Svennerholm [6], merece la pena comentar 
brevemente el significado de los caracteres que aparecen en el nombre de estos 
compuestos. La letra “G” hace referencia a la familia en la que se incluye el compuesto, 
es decir, los gangliósidos. El número de unidades de ácido siálico que hay en el 
compuesto se designa con la siguiente letra de la denominación: un solo residuo aparece 
como “M” o mono, dos residuos “D” o di, tres residuos “T” o tri, “Q” se emplea en los 
tetrasialoglicoesfingolípidos (cuatro unidades del ácido). El número que aparece en el 
nombre representa el orden de elución del compuesto en un sistema cromatográfico 
determinado [6]. Según esta nomenclatura, el gangliósido GM3 sólo tiene un residuo de 
ácido siálico en su estructura, tal y como se puede ver en la figura. Sobre este 
compuesto, merece la pena destacar que representa el punto de partida a partir del cual 
se sintetizan en el organismo el resto de moléculas de la familia de los gangliósidos 
mediante sucesivas adiciones de monosacáridos y unidades de ácido siálico. 
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a.) 
b.) 
c.) 
d.) 
Acido N-acetilneuramínico
 
 
 
 
Figura 6.4. Ejemplos de las principales familias de glicoesfingolípidos.  
a.) Glucosilceramida, familia de los cerebrósidos 
b.) Lactosilceramida, familia de los globósidos 
c.) Galactocerebrósido sulfátido, familia de los sulfátidos 
d.) GM3, familia de los gangliósidos 
  
6.2.- IMPORTANCIA BIOLÓGICA DE LOS ESFINGOLÍPIDOS Y 
GLICOESFINGOLÍPIDOS 
 
 A pesar de que los glicoesfingolípidos son un grupo de moléculas minoritarias, 
constituyen un importante componente de las membranas celulares. Estos compuestos 
no son solo integrantes estructurales y estáticos de las membranas biológicas, sino que 
son componentes funcionales y dinámicos de la célula que participan en importantes 
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aspectos de su actividad a través de la transducción de señales y del transporte 
intracelular de membranas. Regulan multitud de procesos tales como la muerte y 
proliferación celular, participando además en ciertos procesos de comunicación 
intercelular, ligándose a proteínas y carbohidratos de la matriz extracelular, es decir, 
actúan como elementos receptores de membrana.  
 
 Los lisosomas son orgánulos situados en el citoplasma celular de todas las 
células. Están rodeados por una membrana en cuyo interior se encuentran enzimas 
hidrolíticas que llevan a cabo la degradación de un gran número de macromoléculas 
producidas en el catabolismo celular. Las enfermedades de depósito lisosomal (EDL) 
constituyen un grupo de más de 45 enfermedades genéticas que son consecuencia de la 
falta de actividad de una enzima lisosomal que causa la acumulación de material de 
depósito y que normalmente es degradado. Esta falta de actividad en las enzimas 
lisosomales puede ser debida a alteraciones en su síntesis y plegamiento o a defectos de 
la activación, en los sustratos o en las proteínas de membrana. La continua captación 
por parte de los lisosomas de compuestos no metabolizados produce hipertrofia de los 
mismos, alterando las funciones celulares hasta tal punto que se puede llegar a la 
destrucción de las células afectadas.  
 
 Desde un punto de vista patológico y sintomático, las EDL son enfermedades 
degenerativas que tienen una evolución variable que depende de la actividad residual de 
la enzima implicada. Como los lisosomas se encuentran en todas la células, cualquier 
órgano puede verse afectado por la acumulación de esfingolípidos no degradados. Así, 
los pacientes de dichas dolencias pueden tener, entre otras muchas patologías, 
alteraciones cardíacas, problemas renales y hepáticos, afecciones cutáneas, alteraciones 
neurológicas… 
 
 Dentro de las EDL, los trastornos de depósito de glucolípidos son un grupo de 
enfermedades metabólicas hereditarias producidas por la acumulación de 
glicoesfingolípidos parcialmente degradados. La Figura 6.5 presenta un esquema con 
las principales rutas metabólicas, las enzimas y esfingolípidos involucrados en algunas 
de ellas y los nombres de las EDLs originadas por la falta de actividad enzimática. 
Merece la pena destacar que en algunas de ellas se acumulan lípidos no pertenecientes a 
la familia de los glucolípidos, como en la enfermedad de Niemann Pick, en la cual es la 
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esfingomielina el esfingolípido que se deposita. Por otra parte, existen otras EDLs 
además de las recogidas en el gráfico, este último muestra sólo algunas de las más 
importantes atendiendo al trabajo presentado en esta tesis. En la parte superior derecha 
de la figura hay una pequeña leyenda con la simbología utilizada para representar los 
diferentes residuos unidos a la unidad estructural de ceramida que dan lugar a los 
diferentes esfingolípidos (tipografía azul). Si contemplamos la parte superior izquierda 
del esquema y vamos bajando hacia la parte inferior del mismo, podemos observar 
como el gangliósido GM1 va perdiendo progresivamente los residuos de galactosa, N-
acetil galactosa y ácido N-acetil neuramínico para dar el globósido lactosilceramida. 
Este último, por acción de la enzima β-galactosidasa, libera una molécula de galactosa 
para formar el cerebrósido glucosilceramida, que a su vez pierde el monosacárido 
glucosa generándose la base estructural lipídica común de los esfingolípidos: ceramida. 
En la parte derecha de la figura, contemplando de nuevo la misma desde la parte 
superior hasta la inferior, podemos ver otros dos procesos de degradación de globósidos 
para formar, mediante sucesivas liberaciones de monosacáridos, la molécula de 
ceramida. Como ya se ha comentado, la falta de actividad en las enzimas (tipografía 
negra) que catalizan cada una de las hidrólisis que van “seccionando” los azúcares o el 
ácido N-acetil neuramínico, producen las diferentes dolencias marcadas en rojo en la 
figura. 
 
 La similitud en las patologías y defectos enzimáticos asociados a cada una de las 
EDL hace que las estrategias terapeúticas empleadas sean similares. En general, aunque 
los órganos afectados son específicos para cada enfermedad, los signos y síntomas de 
estas dolencias son parecidos debido a que están relacionados con el grado de depósito 
intracelular de lípidos no degradados. Así, las terapias actuales incluyen el tratamiento 
enzimático sustitutivo, tratamiento de reducción de sustrato, transplante de médula ósea 
y tratamiento de activación enzimática. En el tratamiento enzimático sustitutivo se 
suministra al paciente la enzima cuya actividad tiene afectada en el organismo. Aunque 
esta estrategia es ampliamente utilizada en las enfermedades de Gaucher, Fabry, 
Mucopolisacaridosis y Niemann-Pick, presenta un inconveniente importante: el 
medicamento suministrado no traspasa la barrera hematoencefálica y, por lo tanto, no 
proporciona demasiados beneficios para los síntomas y patologías de las EDL que 
afectan al sistema nervioso central. Otra alternativa es el tratamiento de reducción de 
sustrato en el que se disminuye la cantidad de esfingolípido acumulado mediante la 
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reducción de la síntesis del mismo, es decir, se actúa en procesos del anabolismo para 
disminuir la cantidad de lípido presente en el organismo. Para tal propósito se utilizan 
pequeñas moléculas que inhiben la síntesis enzimática. De este modo se compensa la 
baja actividad enzimática y pobre degradación de esfingolípidos consecuencia de la 
enfermedad. Este método presenta una ventaja importante: es capaz de atravesar la 
barrera hematoencefálica (puede paliar afectaciones neurológicas). 
  
 Actualmente, el diagnóstico de las EDLs se realiza identificando la deficiencia 
de actividad de la enzima implicada, por comparación con la de una persona sana [7]. El 
problema es que esta metodología no permite detectar el tipo y gravedad de la 
enfermedad ni la evolución de los pacientes al ser tratados. Para este propósito sería 
interesante disponer de las herramientas analíticas necesarias para poder cuantificar los 
diferentes esfingolípidos asociados a cada una de las EDLs. Por otra parte, el elevado 
coste económico de los tratamientos y la importante repercusión de los mismos en la 
calidad de vida de los individuos, justifican ampliamente la necesidad de desarrollar 
metodologías de análisis que permitan determinar esfingolípidos en plasma y otros 
tejidos. Disponer de los niveles de estos metabolitos es esencial para poder modificar el 
tratamiento si hay variaciones de los acúmulos de los mismos en los depósitos 
lisosomales de los pacientes sometidos a las diferentes terapias existentes. 
 
 En este estudio nos centraremos fundamentalmente en los lípidos 
esfingomielina, glucosilceramida y globotriaosilceramida, potenciales biomarcadores de 
las enfermedades de Niemann Pick, Gaucher y Fabry, respectivamente. 
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Figura 6.5. Esquema de las principales rutas metabólicas involucradas en las EDL. 
Tipografía azul: esfingolípidos implicados en la ruta metabólica 
Tipografía negra: enzimas implicadas en los diferentes pasos de la ruta metabólica 
Tipografía roja: nombre de la EDL asociada al esfingolípido y enzima en las diferentes etapas de la ruta  
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6.3.- ESTADO ACTUAL DE LA METODOLOGÍA PARA EL ANÁLISIS DE 
GLICOESFINGOLÍPIDOS 
 
 Dentro de las metodologías existentes para la determinación de 
glicoesfingolípidos, merece la pena comenzar discutiendo las diferentes estrategias 
empleadas en el tratamiento de muestra. 
 
6.3.1.- Tratamiento de muestra 
 
 Cualquier análisis de glicoesfingolípidos que se realice sobre muestras 
biológicas, ya sean fluidos (sangre, orina) o tejidos, requiere un tratamiento de muestra 
previo dada la complejidad de la misma.  
 
 La gran mayoría de métodos propuestos realiza extracciones basadas en el 
procedimiento clásico de Folch [8], que utiliza como disolvente una mezcla de 
cloroformo y metanol en proporciones 2:1. Sobre esta base se han desarrollado muchas 
variantes relacionadas con a.) cambios en las proporciones de cloroformo y metanol de 
la mezcla utilizada para la extracción b.) variaciones en la cantidad de disolvente 
empleado en el proceso c.) número de veces que hay que realizar el procedimiento de 
extracción sobre la fase acuosa para conseguir cuantitatividad d.) tiempo y temperatura 
a la que se ponen en contacto la fase orgánica y la acuosa para conseguir altos 
rendimientos en el proceso de extracción. En relación al tiempo óptimo, resulta 
interesante el trabajo de Leray [9] en el cual, para lograr una mayor rapidez en el 
proceso, se propone el empleo de extracción asistida por microondas, permitiendo 
reducir el tiempo de contacto entre muestra y disolvente a dos minutos, manteniendo 
una efectividad en el proceso similar al realizado en las condiciones clásicas propuestas 
por Folch. 
 
 Existen algunos trabajos en los que se modifica el disolvente orgánico utilizado 
para la extracción [10; 11], en ellos se emplea hexano o mezclas hexano/isopropanol. 
En los estudios de Boselli [12] se da un paso más, proponiendo la utilización de 
extracción líquida presurizada (PLE o ASE™ -accelerated solvent extraction-) 
combinada con mezclas de hexano/isopropanol 3:2. Como su nombre indica, esta 
técnica se basa en la realización del proceso de extracción a elevadas presiones y 
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temperaturas. En su trabajo, las recuperaciones obtenidas con hexano/isopropanol y el 
disolvente empleado en el método clásico de Folch son muy similares. Esto hace que el 
uso de PLE sea una alternativa interesante debido fundamentalmente a 1.) la 
eliminación de disolventes orgánicos clorados 2.) la reducción de la masa de disolvente 
utilizada: la cantidad del mismo empleada disminuye en un 80% 3.) el importante 
descenso del tiempo de análisis. Como desventaja, las altas presiones y temperaturas 
pueden conducir a la oxidación y degradación de ciertos lípidos en la muestra. 
 
 Otras alternativas al empleo de disolventes orgánicos implican la utilización de 
detergentes, tales como el Tritón X-114 [13], o de sílice [14] para la extracción de los 
lípidos. El trabajo de Ferraz [15] compara, en términos del porcentaje de lípidos 
extraído de muestras de plasma humano, los dos métodos citados anteriormente con 
varias extracciones llevadas a cabo a presión y temperatura atmosféricas desarrolladas 
con disolventes orgánicos: la clásica mezcla “tipo Folch” formada por 
cloroformo/metanol, la mezcla de hexano/isopropanol propuesta anteriormente, y los 
disolventes éter y hexano (empleados por separado). Para cortos intervalos de tiempo de 
contacto entre la muestra y el adsorbente, el método que emplea sílice no tiene 
rendimientos de extracción demasiado altos, pero la utilización de Tritón X-114 
consigue extraer altos porcentajes de los lípidos presentes en el plasma, llegando a 
valores similares a los obtenidos con las mezclas cloroformo/metanol y 
hexano/isopropanol, que representan los dos disolventes con los que se logra un mayor 
rendimiento de extracción. El éter y el hexano conducen a pequeños porcentajes de 
lípidos extraídos de la cantidad inicial presente en la muestra, constituyendo las dos 
peores opciones. 
  
 Cualquiera de las propuestas anteriores conduce a un extracto que contiene la 
gran mayoría de las familias de lípidos existentes en la muestra tratada. Dado que la 
cromatografía de gases, que posee una alta resolución, no es aplicable a estos 
compuestos (debido a su elevada polaridad) y que la cromatografía líquida y en capa 
fina (técnicas muy empleadas para estos compuestos, tal y como se verá más adelante) 
no tienen el poder de resolución de la de gases, se han desarrollado estrategias para 
someter al extracto de lípidos totales a un proceso de fraccionamiento previo. De este 
modo se pretenden minimizar las posibilidades de solapamiento entre las diferentes 
familias de lípidos del grueso extraído. En realidad la metodología clásica de Folch ya 
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propone una primera alternativa para comenzar con la etapa de prefraccionamiento 
valiéndose de las diferencias de solubilidad de los lípidos: existen especies 
relativamente bastante solubles en agua tales como los gangliósidos (debido a sus 
cabezas polares, compuestas, entre otros, por residuos de ácido siálico, tal y como se 
describió en la Figura 6.4) en contraposición con otras muy insolubles o hidrófobas, 
como las ceramidas. De este modo, en la metodología de Folch, se somete el residuo 
orgánico a una extracción con una disolución acuosa de cloruro sódico, que permite 
separar los lípidos en dos fracciones: los más polares (fase acuosa) y los menos polares 
(fase orgánica). El inconveniente es que, si bien los gangliósidos quedan bien separados 
en la fase acuosa, los esfingolípidos de menor polaridad quedan repartidos entre las dos 
fases. Algunos autores [16] afrontan este problema combinando la utilización de 
cromatografía en fase reversa y en fase normal, que aplican a la mezcla acuosa-orgánica 
(antes de separar las fases) y a la fase orgánica (tras la extracción), respectivamente. De 
este modo consiguen resolver los esfingolípidos más polares y los hidrófobos. De 
cualquier modo, esta última alternativa complica mucho el análisis.  
  
 Otra posibilidad interesante para afrontar la etapa de prefraccionamiento consiste 
en el uso de extracción en fase sólida (SPE). En el trabajo desarrollado por Dreyfus 
[17], se utiliza una columna de sílice en la que quedan retenidos todos los lípidos 
procedentes de la fase orgánica obtenida tras la extracción. La elución secuencial de las 
distintas familias se realiza utilizando tres disolventes: a.) cloroformo para los lípidos 
neutros b.) la combinación cloroformo/metanol/acetona/ácido acético (52:8:8:18:4 en 
volumen) seguida de cloroformo/metanol (4:1) para fosfolípidos, cerebrósidos y 
globósidos (todos ellos polares) c.) cloroformo/metanol (2:3) para la elución de los 
gangliósidos. Bodennec [18; 19] realiza SPE sobre la fase orgánica obtenida tras la 
extracción, utilizando columnas basadas en fases modificadas con grupos aminopropil. 
De este modo consigue separar 5 fracciones o familias de lípidos: a.) lípidos neutros 
(colesterol, esteres de colesterol, triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos, ceramidas) 
b.) acidos grasos libres c.) glicoesfingolípidos neutros (en su trabajo, Bodennec afirma 
que esta fracción está libre de fosfolípidos, sulfátidos, esfingosina y gangliósidos) d.) 
fosfolípidos neutros (esfingomielinas) y esfingosilfosforilcolina e.) fosfolípidos ácidos 
(esfingosina-1-fosfato, ceramida 1-fosfato) y sulfátidos. Auray-Blais da un paso más y, 
en sus trabajos para determinar Gb3 y globotriaosilesfingosina, aplica SPE directamente 
sobre muestras de orina humanas, sin realizar la etapa previa de extracción [20; 21]. 
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 A medio camino entre el tratamiento de muestra y la etapa de 
prefraccionamiento se puede situar un procedimiento de hidrólisis básica aplicado sobre 
las muestras en ciertos trabajos [22; 23; 24]. Con esta reacción se consigue saponificar 
los glicerofosfolípidos y triglicéridos de la muestra, de tal modo que sus productos 
pasan a la fase acuosa, eliminando por lo tanto estos compuestos del extracto orgánico 
rico en lípidos que se obtiene tras la separación de fases llevada a cabo al finalizar el 
proceso de extracción. Este procedimiento constituye una parte del tratamiento de 
muestra que se ha seguido en este trabajo. 
 
6.3.2.- Técnicas basadas en la espectrometría de masas directa  
 
 En la exposición de las distintas estrategias desarrolladas para el análisis de 
glicoesfingolípidos, merece la pena comenzar por la técnica que responde al anglicismo 
“Shotgun Lipidomics”. Este término engloba a las técnicas que afrontan el análisis de 
lípidos mediante ESI-MS (espectrometría de masas con ionización por electrospray) sin 
realizar ninguna separación cromatográfica previa en el extracto obtenido tras realizar la 
extracción de los lípidos de la muestra objeto de estudio [25; 26]. Básicamente, el 
procedimiento se basa en la premisa de que manipulando los parámetros de ionización 
en el espectrómetro de masas se puede conseguir una ionización preferente o selectiva 
de ciertos grupos o familias de lípidos de un modo directo en la fuente de ionización. 
Las miles de especies de lípidos existentes son combinaciones de cadenas alifáticas, 
esqueletos estructurales (tales como la ceramida) y una gran multitud de grupos de 
cabeza (como por ejemplo los formados por restos de glúcidos y acido siálico en los 
gangliósidos). Todos ellos representan bloques estructurales, por lo que la identificación 
de las diferentes especies de lípidos se afronta mediante la determinación de los bloques 
asociados a los mismos. Las técnicas “Shotgun Lipidomics” obtienen estos bloques 
estructurales mediante ESI-MS multidimensional [27], es decir, realizan varios análisis 
modificando las condiciones instrumentales, tales como las condiciones de ionización y 
fragmentación. Cada cambio en las condiciones genera una nueva dimensión o 
colección de espectros que se analiza y utiliza junto con los anteriores para la 
determinación de los distintos lípidos.  
 
 Las técnicas “Shotgun Lipidomics” parecen dar buenos resultados en el análisis 
de especies de lípidos muy abundantes, sin embargo la determinación de especies 
 
                                                                                                                 INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 
 261
minoritarias es un problema debido a efectos de supresión de iones, que consisten 
básicamente en que algunos componentes de la mezcla de lípidos presente en la muestra 
afectan negativamente a la ionización de otros. Normalmente son causados por la 
presencia de moléculas menos volátiles que el compuesto afectado. Estas moléculas 
modifican la eficiencia del proceso de formación y evaporación de las “microgotas” del 
aerosol que se genera en la cámara de ionización, lo que en definitiva afecta la cantidad 
de iones que alcanza finalmente el detector. Ciertos autores proponen efectuar una 
hidrólisis básica del extracto de lípidos para eliminar algunas de las especies 
mayoritarias que pueden generar este tipo de problema [28] (glicerofosfolípidos y 
triglicéridos). Este tratamiento ya se comentó en la sección anterior. 
 
 Eliminando por completo el tratamiento de muestra, de un modo similar al 
planteado en las “Shotgun Lipidomics”, existen algunos trabajos en los que se realizan 
perfiles de los distintos lípidos presentes en un determinado tejido mediante MALDI-
TOF-MS. En estos estudios se escanean finas láminas del tejido en el espectrómetro de 
masas, aplicando los pulsos del láser directamente sobre las mismas. Este modo de 
trabajo posibilita la realización de imágenes que presentan la localización anatómica de 
los diferentes lípidos en los tejidos objeto de estudio. Esta información, bastante 
importante desde un punto de vista patológico y clínico, se pierde cuando se realizan 
extracciones o cualquier otro tipo de tratamiento de muestra, por lo que estas 
metodologías resultan de especial interés, puesto que ofrece una localización espacial de 
los compuestos en el tejido. En el trabajo de Velloso [29], se lleva a cabo el análisis por 
MALDI-TOF-MS de la abundancia relativa y distribución de glicerofosfocolinas, 
glicerofosfoetanolaminas y esfingomielinas en tejido cerebral humano. Siguiendo líneas 
similares, Colsch [30] realiza mapas con la distribución de diferentes gangliósidos en 
tejido cerebral de roedores. 
  
 En algunos trabajos, como los de Fujikawi, únicamente se realiza una extracción 
sobre diferentes tejidos humanos (hígado, cerebro, bazo [31], humor vítreo [22] y 
válvulas cardíacas [24]), seguida de una hidrólisis básica, prescindiendo por completo 
de cualquier tipo de separación cromatográfica antes de analizar los glicoesfingolípidos 
de la muestra mediante MALDI-TOF-MS. 
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6.3.3.- Técnicas basadas en HPLC  
 
 Los métodos HPLC se basan fundamentalmente en separaciones en fase reversa 
y están acoplados a diferentes sistemas de detección. Si consideramos los trabajos de 
HPLC existentes, aunque se han utilizado fases estacionarias de sílica [32; 33; 34], son 
las fases reversas de C18 las más empleadas en el análisis de glicoesfingolípidos [20]. 
En los últimos años se vienen utilizando sistemas UPLC (UltraPerformance Liquid 
Chromatography) que reducen considerablemente el tiempo de análisis debido al uso de 
columnas miniaturizadas [21; 35]. En fase reversa la separación obedece a la longitud 
de las cadenas de los resíduos de ácido graso de la base estructural ceramida que 
presentan los glicoesfingolípidos. Por otra parte, se ha explorado el uso de fases polares 
de sílice ligadas a grupos diol [36; 37; 38], ciano [39], amino y alcohol polivinílico [40; 
41; 42]. Es evidente que estas fases dan lugar a separaciones basadas en los grupos 
polares de los esfingolípidos. 
 
 Teniendo en cuenta la mala detectabilidad intrínseca espectroscópica y 
electroanalítica de estos compuestos, la diferencia más importante entre los diferentes 
métodos HPLC reside en la estrategia empleada para la detección de los esfingolípidos 
considerados en este trabajo. 
  
 Existen alternativas en la detección de HPLC que pasan por pre [43]o 
postderivatización (antes o después de la separación cromatográfica) para formar 
cromóforos [32; 44; 45] o fluoróforos [43; 46; 47; 48]. En el caso de estos últimos, 
Groener [43] aplica HPLC en fase reversa con una detección basada en un proceso de 
prederivatización, llevado a cabo mediante una hidrólisis básica en uno de los restos 
acilo de los analitos, de tal modo que la separación se realiza tras unir un fluoróforo al 
grupo amino del lípido deacilado. Existe una modificación bastante interesante en la que 
los glicoesfingolípidos sufren una ruptura asistida por la enzima ceramida glicanasa [46; 
48], de tal modo que la separación cromatográfica se realiza sobre los residuos 
glucídicos de los lípidos, a los cuales se une un fluoróforo posibilitando la detección a la 
salida de la columna. La sensibilidad obtenida con los compuestos fluorescentes 
utilizados en estos trabajos, 2 aminobenzamida y ácido 2 aminobenzoico, se incrementa 
con respecto a la de otros estudios similares en los que se emplean cromóforos, como el 
desarrollado por Higashi [49], el cual también sigue una dinámica basada en la 
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liberación de los restos glucídicos pero utilizando detección en la zona ultravioleta 
basada en el compuesto ABEE (p-aminobenzoic acid ethyl ester). 
   
 Los problemas de mala detectabilidad intrínseca de los lípidos han dado lugar a 
un gran número de trabajos en los que se utiliza el detector evaporativo de dispersión de 
luz (Light Scattering Evaporative Detector, LSED), ampliamente utilizado en el análisis 
de lípidos por HPLC [40; 42; 50]. Este sistema, compatible con la elución en gradiente, 
evita tener que realizar etapas de derivatización previas, permitiendo la detección de los 
analitos siempre que sean más volátiles que la fase móvil. La mayor limitación de esta 
técnica reside en el relativamente alto límite de detección que, en el caso de los lípidos, 
puede ser mejorado por la adición de trietilamina y ácido fórmico en la fase móvil [51; 
52]. 
 
 En el recorrido que se está efectuando a través de las diferentes metodologías 
empleadas para el análisis de esfingolípidos, sin duda la técnica de detección de 
referencia se basa en el acoplamiento de la cromatografía líquida con la espectrometría 
de masas, HPLC-MS, recurso ampliamente utilizado en los últimos años. La 
espectrometría de masas con ionización por electrospray, ESI-MS, resulta ser una de las 
técnicas más aplicadas en el análisis de glucoesfingolípidos por MS. Brevemente, se 
introduce la disolución de muestra que contiene el analito a través de un capilar. 
Aplicando un alto voltaje en el mismo, se forma un aerosol de microgotas altamente 
cargadas. Finalmente, cuando se evapora por completo el disolvente, se forman iones a 
partir del analito. Estos iones acaban desplazándose hasta el analizador de masas. 
Modificando el voltaje aplicado sobre el capilar se puede emplear la técnica en modo de 
ionización positivo o negativo. Normalmente, para los gangliósidos y sulfátidos se suele 
emplear el modo negativo, dando lugar habitualmente a iones (M-H)-, (M-15)- y (M-
nH)n-. Para las ceramidas se emplea el modo positivo, formándose iones (M+H)+ a partir 
de ellas. ESI-MS permite la formación de iones moleculares sin apenas fragmentación 
de los mismos. Existe una gran cantidad de trabajos basados en HPLC-ESI-MS para la 
determinación de esfingolípidos: Ikeda afronta el análisis de gangliósidos y sulfátidos 
[53]; Hammad analiza ceramida, esfingomielina, glucosilceramida, lactosilceramida y 
ceramida 1-fosfato en muestras de plasma [54]; Scherer estudia la composición de 
esfingolípidos presentes en lipoproteínas extraídas de muestras de plasma humano [55]; 
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Kirsch se centra en el análisis de glicoesfingolípidos neutros en muestras de eritrocitos 
humanos mediante ESI-QTOF tras su separación cromatográfica [56]. 
 
 Otra forma de ionización empleada en algunos trabajos basados en HPLC-MS es 
la ionización química a presión atmosférica, APCI, muy utilizada en el análisis de los 
lípidos menos polares. En esta técnica, la fase móvil eluida que contiene el analito es 
introducida a través de un capilar a elevada temperatura (400-500 ºC) a la vez que se 
aplica una corriente de nitrógeno, lo que crea un aerosol. Este último es sometido a una 
descarga eléctrica, lo que origina la formación de iones. La ionización ocurre en fase 
gas, a diferencia de ESI, en la cual ocurría en fase líquida, lo que permite utilizar 
disolventes menos polares. APCI es una técnica de ionización menos suave que ESI, es 
decir, genera más fragmentos a partir del ión molecular que esta última. Se pueden 
encontrar trabajos basados en la utilización de fases reversas, tales como el de Kushi 
[57], y otros que emplean cromatografía en fase normal, como Farwanah [58], que lleva 
a cabo la separación y caracterización de colesterol, ceramida, esfingomielina, 
glucosilceramida, lactosilceramida, globotriaosilceramida y globotetraosilceramida en 
muestras de fibroblastos humanos mediante cromatografía líquida y APCI-MS. Una 
variante de la ionización química a presión atmosférica es la fotoionización a presión 
atmosférica, APPI. En esta técnica, en lugar de someter la muestra a una descarga 
eléctrica, se irradia con los fotones que emite una lámpara UV. Los 10 eV que 
proporciona esta fuente no son suficientes para ionizar la mayoría de las moléculas, 
puesto que suelen tener potenciales de ionización mayores. Por este motivo, lo que se 
hace es introducir, en la disolución de muestra, sustancias con bajas energías de 
ionización, tales como la acetona y el tolueno. Estos compuestos absorben los fotones y 
dan lugar a cationes radicales, que transmiten su carga al analito ionizándolo. En 
relación a las técnicas APCI y ESI, APPI presenta límites de detección más bajos y 
señales con intensidades más altas. Roy [59] utiliza esta técnica de ionización en su 
análisis de glicoesfingolípidos en el que separa los compuestos mediante HPLC con 
columna de carbono grafítico. 
 
 La espectrometría de masas en tandem (del anglicismo “tandem mass 
spectrometry”, MS/MS), acoplada a sistemas HPLC también es un recurso utilizado en 
el análisis de glicoesfingolípidos. Esta técnica genera fragmentos más pequeños a partir 
del ión molecular del analito (el “ión padre”). Para ello lo hace colisionar con moléculas 
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de gases inertes, tales como el helio o el argón. La técnica hace uso de analizadores de 
triple cuadrupolo. Básicamente, en el primer cuadrupolo se seleccionan los iones de 
interés (asociados a los analitos objeto de estudio), que poseen cierta relación 
masa/carga. En el segundo cuadrupolo entran los iones “padre” seleccionados para 
fragmentarse. El último de los cuadrupolos es el encargado de escanear los fragmentos 
producidos en el proceso. Si se conoce el perfil de fragmentación del analito, se pueden 
relacionar los “iones hijos” (fragmentos) con el “ión padre” (ión molecular), 
posibilitando su identificación y cuantificación. Por ejemplo, el trabajo de Tsui [60] está 
basado en el uso de fragmentos de ácido N-acetilneuramínico (relación de masa/carga = 
290) para la identificación y análisis de gangliósidos en tejidos cerebrales. Como ya se 
vio en el apartado 6.1, el ácido N-acetilneuramínico es uno de los componentes de esta 
familia de glucolípidos. Sorensen [61] utiliza el mismo “ión hijo” en su análisis de los 
gangliósidos GD3 y GM3 en muestras formuladas de leche infantil. Este autor combina 
la extracción clásica Folch con un prefraccionamiento por SPE (ver apartado 6.3.1). 
Posteriormente realiza una separación cromatográfica en la que utiliza una fase reversa, 
finalizando el proceso mediante ESI-MS/MS para la detección y cuantificación de los 
glucolípidos. 
 
 La espectrometría de masas con ionización asistida por láser, MALDI-MS, es 
una técnica utilizada habitualmente en el análisis de lípidos complejos. A diferencia de 
los métodos de ionización ya expuestos, en MALDI-MS se ioniza la muestra (y por lo 
tanto el analito) directamente en estado sólido. La muestra se mezcla con una matriz 
sobre una superficie metálica de tal modo que ambas cocristalizan cuando se evapora el 
disolvente. Esta preparación es sometida a pulsos de láser provocando una absorción de 
energía por parte de la matriz que, una vez excitada, acaba transfiriendo H+ a la muestra 
e ionizándola. El área irradiada se calienta dando lugar a la desorción de los iones 
formados (junto con otras moléculas e iones procedentes de la matriz) desde la fase 
sólida a la gaseosa. La elección de la matriz y la homogeneidad de los cristales creados 
a partir de la misma y la muestra es esencial para conseguir una correcta generación de 
los iones, evitando una excesiva fragmentación de los analitos. Debido a que la 
ionización tiene lugar en fase sólida, esta técnica es difícilmente acoplable a un sistema 
de HPLC, pero es posible combinarla con cromatografía en capa fina. No obstante, 
Zarei et al. [62] afrontan el anterior problema utilizando un dispositivo colector 
automático de fracciones que permite depositarlas directamente en un bastidor MALDI-
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MS. Otra opción es la derivatización de los analitos que salen de la columna HPLC 
mediante permetilación y perdeacetilación antes de introducirlos en el equipo MALDI-
MS [63]. 
 
6.3.4.- Técnicas basadas en HPTLC  
  
 Tradicionalmente, la cromatografía en capa fina (abreviada como TLC, Thin-
Layer Chromatography) ha sido una de las técnicas principales para el análisis de 
lípidos. Es una técnica que se utiliza para separar compuestos químicos en disolución, 
en virtud de su migración diferencial en una capa fina de adsorbente (fase estacionaria) 
dispuesta sobre una placa que sirve de soporte, usando una fase móvil para el desarrollo 
cromatográfico. 
 
 Esta técnica ha experimentado un importante desarrollo técnico en los últimos 
diez años. El término cromatografía en capa fina de alta eficacia (HPTLC, High-
Performance Thin-Layer Chromatography) fue acuñado para hacer mención a las placas 
de sílica gel de bajo tamaño de partícula (con distribuciones de tamaño entre 4-8 μm), 
que conducían a separaciones mucho más eficaces que las placas convencionales de 
TLC (con distribuciones entre 5-20 μm). Desde hace años, las placas de HPTLC con 
diferentes tipos de fases estacionarias son de uso común y, actualmente, el concepto 
HPTLC no se refiere tanto al tipo de placas utilizado sino que ha sido extendido para 
englobar todos los nuevos desarrollos instrumentales. Así, HPTLC es sinónimo de TLC 
instrumental [64; 65]. También se denomina a veces cromatografía plana (PC, Planar 
Chromatography) [66]. 
 
 HPTLC, al igual que la TLC, presenta tres etapas básicas: aplicación de muestra, 
desarrollo cromatográfico y detección. Tiene un carácter modular: cada una de las tres 
etapas está actualmente automatizada, controlada por ordenador, y se han desarrollado 
diferentes instrumentos con distinto grado de sofisticación, que serán descritos más 
adelante en esta memoria. Los distintos niveles de sofisticación de cada etapa permiten 
configurar diferentes esquemas para la utilización de HPTLC que dependerán del 
problema analítico planteado. Así, la aplicación puede realizarse desde manualmente 
por medio de jeringas hasta utilizar equipos robotizados que aplican un elevado número 
de muestras en forma de bandas, a densidad constante [67]. El desarrollo 
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cromatográfico se puede llevar a cabo usando las convencionales cubetas verticales, o 
mediante equipos automatizados que permiten separar las muestras usando un gradiente 
de disolventes (AMD) [68; 69], o incluso sistemas que aplican disolventes a una cierta 
presión (OPLC) [70]. Otras opciones son también posibles. Asimismo, la detección 
puede ser tan sencilla como la inspección visual mediante una lámpara UV, pudiéndose 
utilizar densitometría de barrido que permite obtener cromatogramas UV o de 
fluorescencia a diferentes longitudes de onda e incluso obtener los espectros UV de los 
picos separados [71]. También es posible una detección biológica de dichos picos (EDA 
o Effect-Directed Analysis) usando, por ejemplo, la bacteria luminiscente Vibrio fisheri 
[72]. Sin duda, el más importante avance en los últimos años ha sido el acoplamiento 
directo de HPTLC con Espectrometría de Masas para la identificación y cuantificación 
de los picos separados [73]. Los sistemas de acoplamiento han abierto la puerta a la 
posibilidad de conectar otros detectores y diseñar sistemas hifenados originales [74]. 
Además, las potenciales combinaciones de las diferentes tecnologías existentes para 
cada etapa de HPTLC pueden expandir significativamente la aplicabilidad de estas 
técnicas. 
 
6.3.4.1.- Diferencias entre HPLC y HPTLC 
 
 Para comprender lo que puede aportar HPTLC a la determinación de los analitos 
considerados en esta Memoria, es conveniente mostrar de modo general las diferencias 
entre estas dos técnicas. 
 
 En el plano conceptual, en HPLC la separación está basada en una retención 
variable y distancia fija, mientras que en HPTLC la separación está basada en una 
distancia de migración variable y tiempo fijo. En un caso, la fase móvil es bombeada 
(HPLC) mientras que en el otro (HPTLC) la fase móvil es eluida mediante fuerzas 
capilares, en presencia de fase gas. Una característica diferencial entre ambas es que en 
HPTLC todos los compuestos de la muestra, incluso los que no son separados, están 
“almacenados” en la propia placa. En las técnicas de columna, en cambio, hay 
compuestos que pueden ser adsorbidos o retenidos irreversiblemente en la fase 
estacionaria, los cuales no van a ser eluídos [75]. Esto afecta al análisis cuantitativo ya 
que normalmente se ignora la naturaleza y extensión de dichas interacciones. El 
“almacenaje” de los compuestos en la placa conlleva varias ventajas: 
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? todos los componentes de la muestra pueden ser detectados y cuantificados en la 
misma placa 
? tras la separación y la detección, otras acciones pueden ser adicionalmente 
llevadas a cabo en la placa, por ejemplo, un re-desarrollo cromatográfico, una 
re-detección en otras condiciones, una derivatización adicional, etc. 
 
 La modularidad de la HPTLC involucra acciones manuales para transferir las 
placas de uno a otro módulo. Sin embargo, esto, lejos de ser una desventaja, confiere a 
la técnica un alto grado de flexibilidad. Por ejemplo, la fijación local por densitometría 
de las coordenadas de los picos cromatográficos hace posible evaluar solamente las 
zonas del cromatograma deseadas, sin la necesidad de hacer el experimento completo. 
De este modo, es posible hacer una evaluación rápida de las muestras u obtener 
cromatogramas de zonas parciales, lo cual conlleva rapidez y ahorro en el análisis. Esto 
es importante en la aplicación de técnicas hifenadas. Como han señalado Morlock et al. 
[74], el objetivo de las técnicas hifenadas basadas en otras técnicas cromatográficas (p. 
ej., HPLC x HPLC-MS, GC x HPLC-MS, GC x GC-MS, etc...) es la obtención de un 
sistema unificado de cara a recopilar toda la información posible sobre la muestra en un 
único experimento. Tales sistemas requieren complejos y caros equipos, así como la 
capacidad de manejar grandes volúmenes de datos. Así, una operación en modo rutina 
hace difícil obtener un conjunto de condiciones óptimas de trabajo para todos los 
detectores utilizados. Este enfoque no es necesariamente lo mejor para muestras 
procedentes de diferentes matrices. En estos sistemas hifenados complejos, los 
experimentos que se lanzan no pueden ser abortados antes de su conclusión y resultan 
caros en términos de tiempo y disolventes. 
 
 Otras diferencias importantes entre las dos técnicas se presentan a continuación. 
 
 En HPLC:  
 
? Las muestras y los patrones de calibrado se inyectan de modo secuencial 
(estrictamente hablando, las muestras y los patrones pueden no estar en las 
mismas condiciones). 
? El experimento HPLC sólo puede ser interrumpido tras completar un 
cromatograma completo, pues no se puede abortar arbitrariamente. 
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? La muestra está protegida de la atmósfera del laboratorio. 
? Todo tipo de compuestos solubles pueden ser sometidos a cromatografía. 
 
 En HPTLC: 
 
? Las muestras y patrones son aplicados sobre la misma placa y se someten a la 
cromatografía en paralelo. Se pueden aplicar hasta 29 muestras conjuntamente 
en una placa de 20 x 10 cm. Esta capacidad de carga hace interesante esta 
técnica para su implantación en laboratorios de control. Las placas no se 
reutilizan: son desechables o almacenables. El volumen de los disolventes 
utilizados es muy inferior a los de HPLC. Además de en forma de 
cromatogramas, los resultados pueden ser visualizados en forma de imagen. 
? Las etapas analíticas, aunque automatizadas, están separadas en lugar y tiempo. 
? La muestra no está protegida de la atmósfera del laboratorio, siendo preciso 
tomar precauciones adicionales para evitar la contaminación de las placas. 
? Los compuestos analizados deben ser no-volátiles y hay que tener especial 
cuidado con los compuestos que deben mantenerse en disolución ya que en 
HPTLC el disolvente es evaporado tras el desarrollo cromatográfico. 
 
6.3.4.2.- HPTLC de esfingolípidos 
 
 TLC y HPTLC han sido utilizadas desde hace tiempo para la separación y 
visualización de esfingolípidos, principalmente usando placas de sílica gel y cubetas 
verticales y horizontales, con un desarrollo cromatográfico en modo isocrático basado 
en mezclas de disolventes de diferentes polaridades [76; 77]. Estos suelen ser mezclas 
de diclorometano y metanol con una baja proporción de algún modificador polar 
(disoluciones acuosas de CaCl2, NH4OH, etc...)  
 
 La técnica AMD ha sido usada para los esfingolípidos y su discusión es 
abordada en el apartado 7.2.2.A. AMD ha sido combinada con densitometría UV [78; 
79; 80; 81; 82; 83; 84; 85; 86; 87; 88; 89]. Sin embargo, debido a las pobres 
propiedades espectroscópicas de estos compuestos, se suele emplear la densitometría 
tras llevar a cabo una derivatización [78; 79; 81; 82; 83; 84; 85; 86; 87] con, por 
ejemplo, orcinol [90; 91; 92; 93], resorcinol [89], CuSO4/H3PO4 [78; 81; 83; 84; 85; 86; 
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87] o benzidina [77]. En estos casos, la muestra es destruida debido al tratamiento 
térmico u otras severas condiciones que conllevan estas derivatizaciones. Se ha 
publicado que el orcinol se utiliza en el análisis de glicolípidos en general, mientras que 
el resorcinol se suele emplear para la detección específica de gangliósidos [94]. Una vez 
se ha hecho reaccionar la placa con orcinol o resorcinol, se puede emplear un 
densitómetro para escanearla por absorción a 550 nm para el primero o 580-620 nm 
para el segundo. De este modo es posible cuantificar las sustancias que han generado las 
distintas bandas obtenidas. Alternativamente, se han empleado fluoróforos tales como la 
primulina [95; 96] para una visualización cualitativa de las placas. Tras impregnar la 
placa, los esfingolípidos presentes se visualizan irradiando la misma con luz UV de 365 
nm. Müthing [94] propone la posibilidad de utilizar otros compuestos fluoróforos no 
destructivos, como el ácido 2-(N-metilanilino)-naftaleno-6-sulfónico que ofrece una 
elevada sensibilidad en la detección de glicoesfingolípidos y puede ser separado del 
analito en cuestión (una vez extraído de la placa tras la detección), con relativa facilidad 
mediante cromatografía de intercambio aniónico. Esto último es bastante importante en 
el caso de la cromatografía preparativa de glicoesfingolípidos.  
 
 Otra posibilidad que resulta interesante es la detección de glucolípidos separados 
por TLC utilizando técnicas de inmunoensayo. Estas técnicas se basan en el uso de 
anticuerpos o toxinas que se unen específicamente a determinados glicoesfingolípidos. 
La mayoría de metodologías desarrolladas comparten unas determinadas etapas o pasos 
en común. En primer lugar, tras la separación cromatográfica, se suele hacer un 
tratamiento a las placas que consiste en aplicarles un recubrimiento plástico (“blotting”), 
usualmente de poliisobutilmetacrilato, sumergiendo la placa en una disolución del 
mismo en hexano. La finalidad de este tratamiento es evitar pérdidas de sílice durante 
los pasos de incubación con los anticuerpos y lavado (ambos realizados en medios 
acuosos). En la siguiente etapa, la placa se recubre con el anticuerpo o toxina específico 
para estos compuestos y se incuba con el mismo. Por último, se lava con una disolución 
acuosa para eliminar el anticuerpo o toxina sobrante. El uso de un anticuerpo secundario 
específico hacia el que ya se ha ligado al analito (anticuerpo primario) es muy habitual. 
Este segundo anticuerpo suele estar marcado con algún isótopo radioactivo [97] o llevar 
alguna enzima ligada (por ejemplo peroxidasa [98] o fosfatasa alcalina [99]). En este 
último caso la detección se basa en la reacción de la misma con un sustrato cromóforo o 
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fluoróforo. Estos procedimientos presentan elevada complejidad experimental y una alta 
posibilidad de crear artefactos analíticos. 
 
 HPTLC-MS 
 
 Antes del desarrollo de los sistemas directos de acoplamiento, se procedía a 
rascar la porción de sílica gel correspondiente a las bandas de los analitos de interés, que 
se sometían a una ulterior extracción con disolventes. Esto requería el desarrollo 
paralelo de otra placa que se visualizaba, por ejemplo, con primulina [91]. Otra 
posibilidad es utilizar detección basada en anticuerpos o toxinas. En esta línea, Meisen 
[100] utiliza anticuerpos para la visualización de gangliósidos separados por TLC en 
muestras humanas, tras lo cual extrae los lípidos de la sílice y los somete a ESI-QTOF-
MS (espectrometría de masas por cuadrupolo-tiempo de vuelo con ionización por 
electrospray) . 
 
 Se ha realizado un enorme esfuerzo de investigación durante los últimos años en 
el acoplamiento HPTLC-MS. Se puede encontrar una enumeración detallada y 
descripciones de los desarrollos instrumentales en las revisiones de las referencias  [73; 
101]. Se puede realizar una clasificación fundamental de las técnicas HPTLC-MS según 
estén basadas en desorción o en elución, atendiendo a las dos maneras principales en las 
que los analitos alcanzan el espectrómetro de masas. No obstante, otras 
sistematizaciones han sido también publicadas [101]. En esta Memoria se pretenden 
introducir las técnicas que han tenido un reciente y positivo desarrollo comercial o que 
se muestran más prometedoras para desarrollos futuros, poniéndolas en relación con los 
analitos objeto de interés del presente trabajo. 
 
a.) Técnicas HPTLC-MS basadas en la desorción del analito: MALDI (Matrix 
Assisted Laser Desorption Ionization) 
 
 En este tipo de técnicas, un láser pulsado produce desorción e ioniza el pico 
cromatográfico en la superficie de la placa. Como solo se afecta la superficie, el análisis 
cuantitativo debe llevarse a cabo con patrones internos. Una miríada de acrónimos 
representan los diferentes desarrollos que se han llevado a cabo en los últimos tiempos: 
bombardeo con átomo pesado (FAB); con iones (SIMS); por láser (MALDI, imagen-
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MALDI, SALDI, ELDI, LIAD-ESI); mediante un spray (DESI, EASI); mediante un haz 
de gas excitado (DART, FA-APGD). Para una explicación de cada técnica, ver la 
referencia [101]. De entre todas ellas, MALDI ha sido la más aplicada a esfingolípidos 
[73; 76].  
 
 La tecnología MALDI, en su acoplamiento con HPTLC, ha sido desarrrollada 
por Bruker Daltonics (Billerica, MA, USA). En sus versiones más recientes puede 
trabajar a presión atmosférica aunque el dispositivo experimental es similar al clásico de 
vacío. Previamente a la irradiación con un láser pulsado, las placas deben ser tratadas 
(mediante spray o por inmersión) con una matriz orgánica (por ejemplo, ácido 2,5-
dihidroxibenzoico, DHB) para mejorar la desorción e ionización de los compuestos 
separados. Esta adición de matriz orgánica puede hacer disminuir la resolución y 
produce algo de difusión en los analitos. Hay que considerar que esta técnica necesita 
personal muy entrenado debido a la complejidad del tratamiento de las placas.  
 
 El análisis HPTLC-MALDI es difícil: la reproducibilidad está en el rango del 
10% y la sensibilidad para los lípidos suele ser del orden de 100 ng. Asimismo, la 
sensibilidad del análisis depende del Rf del compuesto. MALDI es aplicable a 
moléculas de alto peso molecular pero menos para moléculas de baja masa molecular. 
Se ha demostrado que es una herramienta muy útil para la caracterización cualitativa de 
moléculas complejas, como los esfingolípidos [4; 90; 93; 102; 103], directamente en la 
placa. Como se necesita una referencia visual para localizar el esfingolípido 
correspondiente en la placa, se ha utilizado derivatización (orcinol). Sin embargo, dado 
su carácter destructivo, la separación debía ser duplicada en otra placa antes del registro 
del espectro de masas. Alternativamente, las placas se han visualizado con primulina, 
quedando demostrado que la utilización de ésta es compatible con los espectros MALDI 
[92; 93]. Así, se han caracterizado varios patrones de esfingolípidos directamente en la 
placa mediante MS/MS en un espectrómetro MALDI-TOF-MS [90]. A pesar de esta 
posibilidad, la interpretación de los espectros MALDI en muestras desconocidas es 
complicada, ya que se producen fragmentos complejos debidos a la adición de 
primulina, a la matriz orgánica y a la presencia de aductos. Algo similar ocurre en otros 
complejos tratamientos tales como el uso de anticuerpos específicos, o el “blotting”, con 
membranas plásticas, de esfingolípidos previamente teñidos con primulina y 
posteriormente extraídos, antes del análisis MALDI. 
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 Además del uso de láseres en el UV, también existen ciertos trabajos [92; 104] 
en los que el láser seleccionado para la desorción e ionización de los analitos de la placa 
opera en la zona infrarroja. Independientemente del sistema de revelado de las placas, 
estos trabajos suelen tener en común la utilización de una matriz de glicerol.  
 
 b.) Técnicas HPTLC-MS basadas en la elución del analito 
 
 La creciente popularización del acoplamiento de HPTLC con espectrometría de 
masas ha venido determinada en gran manera por la posibilidad de utilizar técnicas de 
ionización a presión atmosférica, tales como ESI, factible sobre todo gracias a las 
metodologías basadas en elución, de las cuales dos merecen ser nombradas:  
  
 1) La interfase automatizada (TLC-MS), desarrollada por Camag (Muttenz, 
Suiza). 
  
 La interfase TLC-MS automatizada fue desarrollada por Luftmann [105] y 
mejorada por Morlock y Aranda [106; 107; 108]. Esta interfase ha sido responsable de 
la mayoría de las publicaciones sobre el tema y está llegando a ser considerada como la 
técnica estándar en el acoplamiento.  
 
 El dispositivo permite la conexión directa “on-line” y extrae directamente los 
compuestos en la propia placa, llevándolos hasta el espectrómetro mediante un flujo de 
disolvente, lo que posibilita el trabajo en contínuo. 
 
 La interfase permite una conexión fácil, directa y modular, no sólo con MS, sino 
con otros sistemas de detección o con cualquier tipo de columna de HPLC. Puede ser 
utilizada con fines preparativos, por ejemplo, acoplada a un sistema DBS (Dried Blood 
Spots) [109]. Se ha publicado que es una técnica cuantitativa y su límite de detección 
está por debajo del pg/pico cromatográfico. Morlock ha estimado que las intensidades 
de las señales MS y la fiabilidad es similar a las obtenidas con sistemas HPLC-MS [73]. 
Por todas estas razones, la interfase TLC-MS ha sido elegida para el desarrollo del 
sistema hifenado que se expone en la presente memoria. El detalle de su funcionamiento 
y aplicación al análisis de esfingolípidos se expone en los apartados 7.2.2.A y 7.2.3.6. 
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 En esta metodología, la ionización se realiza en las mismas condiciones que en 
el caso de HPLC, ya que el eluato es líquido. La fragmentación ESI produce 
básicamente iones moleculares (o sodiados) y ha sido utilizada en HPTLC para 
caracterizar compuestos fundamentalmente polares [73; 101]. Aunque un gran número 
de analitos son moléculas polares, una cantidad importante de moléculas de polaridad 
media o baja no son correctamente ionizadas en el electrospray. Por ello, y dado que los 
esfingolípidos, además de tener grupos polares poseen importantes cadenas 
hidrocarbonadas, en esta tesis se estudiará también la posibilidad adicional de utilizar 
ionización APCI. 
 
 2) Un sistema basado en un procedimiento de extracción líquida y muestreo de 
superficie (LESA®) unido a un sistema miniaturizado de introducción de muestra en un 
nano-ESI (TriVersa Nanomate System, comercializado por Advion Biosciences, NY, 
USA). 
 El proceso de muestreo fue estudiado por Kertesz y Van Berkel [110; 111]. El 
analito es extraído por un procedimiento “sin pared” entre un capilar y una superficie. 
Al no tratarse de una técnica “sellada”, el disolvente es aspirado y dispensado desde un 
reservorio a la superficie donde está la muestra a través de un sistema de capilares. El 
disolvente se deposita sobre la muestra y la extrae. El material disuelto en el disolvente 
es aspirado por el tubo interior coaxial del sistema de capilares y transferido a un 
sistema nano-ESI que utiliza una tecnología de chip que permite multi-inyecciones.      
 
 En principio, el sistema estaba enfocado a superficies diferentes de las placas 
HPTLC y no podía usarse con sílica gel, a menos que se sometiera la superficie a un 
tratamiento hidrofóbico con silicona. Advion y Camag han establecido recientemente 
una alianza para aplicar este sistema a las placas de cromatografía en capa fina.  
 
6.4.- PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS 
 
 El análisis de SM y determinados glicoesfingolípidos en plasma y otros tejidos 
humanos tiene una elevada importancia en relación con el diagnóstico y seguimiento de 
algunas EDL. No obstante, la mala detectabilidad intrínseca que presentan, las bajas 
concentraciones de algunos de ellos y la complejidad de las muestras biológicas en las 
que se hallan condiciona y dificulta el análisis de los mismos. Por todo esto, el 
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Objetivo Fundamental de esta parte de la tesis es el desarrollo de una 
metodología que permita separar, detectar, identificar y cuantificar diversos 
esfingolípidos neutros que desempeñan un papel importante en el diagnóstico y 
seguimiento de EDLs, basada principalmente en la hifenación de tres técnicas: 
Cromatografía en Capa Fina de alta eficacia (HPTLC), Densitometría de Barrido 
y Espectrometría de Masas (MS).  
 
 El objetivo principal se subdivide en varios objetivos específicos, centrados 
especialmente en los esfingolípidos SM, globotriaosilceramida (Gb3) y 
glucosilceramida (GluCer). Estos compuestos son considerados biomarcadores de las 
enfermedades de Niemann-Pick, Fabry y Gaucher, respectivamente. Así, los objetivos 
son los siguientes: 
 
- Estudio de las posibilidades del Desarrollo Múltiple Automático (AMD) para 
resolver los compuestos de interés. Búsqueda de unas condiciones de gradiente 
óptimas para la separación de los esfingolípidos. 
 
- Estudio de los posibles sistemas de detección densitométrica en HPTLC. De 
entre los mismos, se evaluarán las posibilidades de la detección fluorescente por 
cambios de intensidad (FDIC). Con respecto a este sistema de detección, el 
grupo de investigación tiene experiencia con ciertos fluoróforos (coralina y 
berberina) que se aplicarán a los analitos de interés de la tesis. También se 
estudiarán nuevos fluoróforos. 
 
- En los estudios densitométricos basados en FDIC, se evaluará la posibilidad del 
mismo para ser utilizado con fines cuantitativos. 
 
- Teniendo presente que se pretende acoplar HPTLC con MS, se estudiará la 
compatibilidad de los sistemas de detección HPTLC con MS. 
 
- Desarrollo y puesta a punto de las condiciones óptimas para llevar a cabo una 
hifenación de las técnicas HPTLC y MS, a través de una interfaz automatizada 
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basada en la elución del analito directamente desde la placa de HPTLC, la cual 
ha sido diseñada por Camag. 
 
- Una vez desarrollado el método hifenado, se identificarán y caracterizarán los 
diferentes esfingolípidos por ESI-MS y APCI-MS, estudiando las posibilidades 
de cada sistema de ionización. 
 
- Aplicación de la técnica hifenada al análisis de determinados esfingolípidos 
(considerados biomarcadores de ciertas EDLs) en muestras biológicas humanas 
(prestando especial atención a plasma y orina).  
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7.1.- INTRODUCCIÓN 
 
 A lo largo de esta parte del trabajo se va a presentar un estudio relacionado con 
el desarrollo de un sistema hifenado orientado a la detección y determinación de 
esfingolípidos neutros en muestras biológicas humanas. Las técnicas que se han 
acoplado son HPTLC, densitometría de barrido y espectrometría de masas, a través de 
una interfaz diseñada por Camag, que se describirá en profundidad más adelante. 
Respecto a la cromatografía, se han llevado a cabo desarrollos AMD, explorando ciertos 
sistemas de detección entre los que destaca el FDIC (Fluorescence Detection by 
Intensity Changes) con primulina, fluoróforo que juega un papel esencial en la 
hifenación diseñada. Se han utilizado técnicas de MS con ionización a presión 
atmosférica (API), con fuentes ESI y APCI. 
 
7.2.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
 
7.2.1.- Reactivos, disoluciones y muestras 
  
A.- Patrones de los distintos esfingolípidos 
  
- Esfingomielina (SM). Sigma, referencia S7004 (Pureza ≥ 97 %); Matreya, 
referencia 1051 (Pureza  > 98 %). CAS 85187-10-6 
- D-Esfingosina. Pureza 99 %. Sigma, referencia S6879. CAS 123-78-4 
- Esfinganina. Pureza ≥ 99 %. Sigma, referencia 37383. CAS 3102-56-5 
- Globotriaosilceramida (Gb3). Pureza > 98 %. Matreya, referencia 1067. CAS 
71965-57-6 
- Lactosilceramida (LacCer). Pureza > 98 %. Matreya, referencia 1500. CAS 
4682-48-8 
- Ceramida (Cer). Pureza > 98 %. Matreya, referencia 1322. CAS 2304-81-6  
- Glucosilceramida (GluCer). Pureza > 98 %. Sigma, referencia G9884; 
Matreya, referencia 1521 
  
 Todos los patrones fueron disueltos en diclorometano/metanol 1:1 o 
cloroformo/metanol 1:1 para su posterior aplicación en las placas cromatográficas. Estas 
disoluciones fueron empleadas también para dopar las muestras y en la adición estándar. 
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 B.- Muestras biológicas 
 
 Se utilizaron muestras de plasma y orina humanos procedentes de personas sanas 
y pacientes aquejados de diversas enfermedades de depósito lisosomal (EDL). Todas 
ellas procedían del Biobanco de Muestras de Aragón (Hospital Universitario Miguel 
Servet). En todo el trabajo desarrollado con las muestras, se ha contado con el permiso 
del Comité de Bioética de Aragón.  
 
 C.- Disolventes 
 
 - Cloroformo. Pureza 99,9 %, calidad HPLC. Sigma. CAS: 67-66-3. 
 - Diclorometano. Pureza 99,5 %, calidad HPLC. Scharlau. CAS: 75-09-2. 
 - Metanol. Pureza 99,9 %, calidad HPLC. Scharlau. CAS: 67-56-1. 
 - Heptano. Pureza 99 %, calidad HPLC. Panreac. CAS: 142-82-5. 
 - Tetrahidrofurano. Pureza 99,9 %, calidad HPLC. Panreac. CAS: 109-99-9. 
 
 D.- Sondas fluorescentes 
 
- Sulfato de berberina. Pureza ≥ 95 %. Sigma, CAS 633-66-9.  
- Cloruro de coralina. Pureza >98%. Across Chimica (Geel, Bélgica), CAS 
38989-38-7.  
Las estructuras de estos dos fluoróforos están recogidas en la Figura 7.23 de la 
sección 7.4.2.1. 
- Primulina. 50 % de contenido en fluoróforo. Sigma, CAS 8064-60-6. En el 
apartado 7.6.2 y la Figura 7.40 se describe la estructura y nomenclatura del 
fluoróforo en base a la información obtenida por espectrometría de masas.  
 
Se impregnaron las placas con disoluciones de los fluoróforos en metanol. Las 
concentraciones ensayadas para coralina y berberina fueron 60 y 600 mg·L-1. En el caso 
de la primulina, la concentración de la misma fue de 200 mg·L-1.  
 
E.- Otros reactivos 
 
- Ácido Acético. Poch, referencia 568760114. 
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- NaOH Scharlau, referencia SO0469. 
- CuSO4. Pureza ≥ 99 %. Sigma, referencia C1297. 
- H3PO4. Pureza ≥ 99 %. Sigma, referencia 04102. 
- Nitrógeno ALPHAGAZ™. Pureza ≥ 99,999 %. Adquirido a Air Liquide. 
 
F.- Placas cromatográficas 
Se utilizaron placas HPTLC de vidrio de 10 x 10 y 20 x 10 cm, recubiertas con 
sílica, suministradas por Merck (Darmstadt, Alemania). El tamaño de partícula de las 
mismas oscila entre 3 y 10 μm, el de poro es 60 Å y el recubrimiento de sílica tiene un 
espesor de 0,2 mm.  
Antes de ser utilizadas, las placas se introducían en la cámara de elución vertical 
para ser sometidas a un proceso de lavado descrito en la sección 7.2.3.1. 
 
7.2.2.- Aparatos e Instrumentación 
 
 Todos los equipos HPTLC utilizados en este trabajo han sido fabricados por 
CAMAG. (Muttenz, Suiza).  
  
 A.- Instrumentación relacionada con HPTLC 
 
 - Automatic TLC Sampler (ATS4) y Linomat IV 
 
Se utilizaron para depositar las diferentes muestras en las placas 
cromatográficas. Ambos permiten la aplicación de bandas de densidad constante 
mediante la nebulización de la muestra y evaporación simultánea del disolvente 
utilizado. Los dos son compatibles con el uso de placas de 10 x 10 y 20 x 10 cm. 
Utilizan nitrógeno como gas de impulsión. 
 
Estos instrumentos presentan ciertas ventajas frente a los del tipo “autospotter”. 
La principal es que permiten aplicar las muestras en bandas estrechas, lo que se traduce 
en la posibilidad de cargar en la placa una elevada cantidad de la misma de modo 
homogéneo. La Figura 7.1, presenta un esquema de la aplicación de la muestra en los 
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A 
B 
sistemas “autospotter”, ATS4 y Linomat IV. En ella se puede observar otra de las 
grandes ventajas de estos dos últimos sistemas: la aplicación de muestras en forma de 
bandas supone una mejora importante de la resolución.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.1. Esquema de la aplicación de muestras utilizando A: un instrumento del tipo “autospotter” 
B: instrumentos ATS4 o Linomat IV. 
 
 El primero de los dos equipos utilizados, ATS4, ofrece una gran precisión, 
robustez y reproducibilidad en el proceso de aplicación de las muestras, ya que trabaja 
de un modo altamente automatizado. Todas las etapas del proceso de inyección se 
controlan desde el software WinCATS desarrollado por Camag: la limpieza de la 
jeringa entre las diferentes aplicaciones, la carga del volumen necesario de muestra, la 
velocidad de llenado y aplicación de la misma y la inyección – nebulización de bandas 
del tamaño deseado en las posiciones seleccionadas.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.2. Vista general del ATS4 y detalle de su sistema de nebulización. 
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 El otro instrumento utilizado, Linomat IV, posee un grado de automatización 
menor que el anterior: la limpieza de la jeringuilla entre aplicaciones, así como la carga 
en la misma de las muestras objeto de análisis es manual. Al igual que el ATS4, este 
instrumento se desplaza a lo largo de la superficie de la placa de un modo automático 
para realizar la aplicación de las bandas.  
 
 Las Figuras 7.2 y 7.3 muestran los equipos ATS4 y Linomat IV. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.3. Sistema de aplicación de muestras Linomat IV 
 - Cámara de desarrollo vertical del tipo “twin trough” 
La Figura 7.4 muestra el diseño de esta cámara de desarrollo, que permite la 
utilización de placas de 10 x 10 y 20 x 10 cm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.4. Cámara de desarrollo vertical. A la derecha se puede apreciar un corte transversal de la 
misma. 
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 - Cámara de desarrollo horizontal 
 Se utilizó el modelo concebido para placas de 10 x 10 cm que aparece en la 
Figura 7.5. Este dispositivo proporciona una separación altamente eficiente, ya que el 
flujo del disolvente no se opone a la gravedad. El desarrollo puede ser realizado desde el 
comienzo de la placa hasta el final, maximizando la resolución o simultáneamente desde 
ambos lados hacia el centro, incrementando de este modo la capacidad de muestra. En la 
sección 7.2.3.4 se muestra un esquema detallado del equipo en relación a su 
funcionamiento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.5. Cámara de desarrollo horizontal empleada. 
- Automated Multiple Development 2 (AMD)  
 AMD es una técnica de separación HPTLC que puede ser utilizada en modo 
gradiente. En ella el desarrollo cromatográfico se realiza en varias etapas sucesivas (de 
algunos milímetros) con una polaridad decreciente de la fase móvil (cuya composición 
varía en cada etapa) y una distancia creciente de desarrollo. Además del gradiente, 
como la fase móvil pasa por encima de la muestra en cada etapa, hay un efecto adicional 
de focalización de los picos [1; 2; 3]. Asi pués, esta técnica combina el desarrollo 
múltiple incremental, gradiente y refocalización, tal y como se muestra en la Figura 
7.6.  
 Cada una de las etapas puede ser tan corta como 1 o 2 mm. La repetibilidad de 
las distancias de migración en el proceso cromatográfico es de 0,45 mm con respecto a 
una distancia total de elución de 90 mm. La Figura 7.7 muestra una imagen del 
instrumento utilizado en AMD, además de un detalle del soporte donde se ubica la 
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placa. Se empleó en la mayoría de desarrollos cromatográficos de este trabajo, porque 
es un equipo que permite realizar cromatografía en gradiente de un modo altamente 
automatizado, lo que ofrece una excelente reproducibilidad.  
 
Figura 7.6. Esquema del proceso AMD 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.7. Automated Multiple Development 2 (AMD 2).  
 El sistema permite la utilización de hasta 5 disolventes distintos para construir el 
gradiente deseado (se pueden observar en la figura los recipientes que emplea el 
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instrumento para tal fin), de tal modo que el equipo los mezcla automáticamente en las 
proporciones necesarias para conseguir la composición adecuada en cada etapa del 
desarrollo cromatográfico. El instrumento monitoriza y controla la posición del 
disolvente en la placa, deteniendo la elución en cada una de las etapas cuando se alcanza 
la posición deseada. El disolvente que queda es secado a vacío, dejando el sistema listo 
para llevar a cabo la siguiente etapa del desarrollo cromatográfico.  
 El AMD se controla con el software WinCATS en el cual se introducen los 4 
parámetros básicos de la elución cromatográfica: número de etapas del proceso 
cromatográfico, distancia que recorre el disolvente en cada una de ellas, composición de 
la fase móvil en cada etapa del gradiente y distancia total del desarrollo cromatográfico.  
El sistema esta diseñado para alojar placas de 20 x 10 cm. 
- TLC Scanner 3 
Este densitómetro se muestra en la Figura 7.8, en la que también se ha incluido 
una imagen de cómo se ubica la placa en el interior del mismo. El instrumento emplea 
un haz de luz de una determinada longitud de onda para barrer las calles de la placa, 
midiendo la luz difusa reflejada. Gracias a que posee lámparas de deuterio, wolframio y 
vapor de mercurio de alta presión, el instrumento permite seleccionar la longitud de 
onda en el rango comprendido entre 190 y 800 nm. Además, ofrece la posibilidad de 
trabajar tanto en absorbancia como en fluorescencia. También se puede utilizar para 
realizar espectros de absorción en cualquier zona de la placa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.8. Camag TLC Scanner 3.  
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a
b
El equipo permite trabajar con placas de 10 x 10 y 20 x 10 cm. 
- Dispositivo de inmersión cromatográfica 
 Aparato diseñado para lograr una impregnación – derivatización reproducible de 
las placas. La inmersión y emersión de la misma en la disolución con la que se pretende 
impregnar se realiza a una velocidad constante y uniforme, que se puede seleccionar en 
un rango de valores que va desde 25 a 45 mm·s-1. También se puede programar el 
tiempo que la placa permanece en el seno de la disolución.  
 La Figura 7.9.I muestra una imagen del dispositivo, en el cual se pueden fijar 
placas de 10 x 10 y 10 x 20 cm indistintamente. 
 - Placa calefactora para placas de HPTLC 
 Este dispositivo se muestra en la Figura 7.9.II. Permite llevar a cabo un 
calentamiento homogéneo en toda la superficie de la placa cromatográfica. El rango de 
temperaturas en el que opera va desde 25 a 200 ºC. Tiene una superfície útil de 
calentamiento de 20 x 20 cm con marcas para poder colocar correctamente la placa. 
 
 
  
 
 
 
 
 
Figura 7.9. Dispositivos utilizados en los procesos de impregnación y derivatización de las placas. I. 
Aparato utilizado para la inmersión de las placas. a: soporte para colocar la placa en el sistema. b: 
cubeta para la disolución derivatizante. II. Sistema empleado para calentar las placas. 
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 - Interfaz TLC – MS 
La Figura 7.10 muestra imágenes de la interfaz TLC-MS empleada. Este 
dispositivo está diseñado para extraer de un modo semiautomático los compuestos 
deseados de la placa y llevarlos directamente a un espectrómetro de masas mediante un 
caudal constante del disolvente seleccionado para el proceso, suministrado por una 
bomba de HPLC (Jasco PU-2080). La parte fundamental del sistema es un pistón que se 
dispone sobre la sección de la superficie de sílica de la placa cuyo contenido se desea 
extraer.  
El pistón abarca una zona de la placa de 4 x 2 mm de superficie (esta es el área 
que extrae en cada réplica del proceso llevada a cabo). 
El dispositivo tiene una escala graduada en la superficie donde se coloca la 
placa. Además, posee un láser que permite visualizar la posición exacta que va a ocupar 
el pistón cuando este baja para realizar la extracción. Esto hace que se pueda seleccionar 
con gran precisión la zona de la placa donde se realiza el proceso. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.10. Interfaz TLC – MS de Camag.  
 - Software de control HPTLC WinCATS 
WinCATS es un software compuesto por varios módulos que permiten controlar 
cada una de las etapas del proceso cromatográfico, desde la aplicación de las muestras, 
hasta la detección y análisis de las placas eluidas. El programa dirige el funcionamiento 
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de los equipos ATS4, AMD y TLC Scanner 3, permitiendo configurar los parámetros 
relacionados con la aplicación de las muestras (tamaño y forma de las bandas, volumen 
de muestra aplicado, velocidad de aplicación  de la muestra, posición y distancia entre 
bandas), el desarrollo cromatográfico (número de etapas del gradiente, composición de 
las mismas, distancia que recorre el disolvente en cada etapa) y la detección – análisis 
de las placas (tipo de medida, longitud de onda de excitación, filtro adecuado para 
recoger la emisión en fluorescencia, lámpara, parámetros relacionados con la 
integración de los picos).  
La conexión de los equipos antes citados con WinCATS, permite realizar todo el 
proceso cromatográfico de un modo altamente automatizado, lo que mejora 
considerablemente la reproducibilidad del mismo. 
Ni el Linomat IV ni las cámaras de elución vertical y horizontal se controlan a 
través de WinCATS. No obstante, en el caso de realizar la aplicación de muestra o el 
desarrollo cromatográfico con estos aparatos, es posible introducir los parámetros 
utilizados en estas etapas en WinCATS y realizar la lectura e integración de las placas 
utilizando el Camag TLC Scanner 3. 
 B.- Instrumentación relacionada con Espectrometría de Masas 
 Se utilizó un espectrómetro de masas de trampa de iones Esquire 3000 Plus 
fabricado por Bruker Daltonics (Billerica, MA, USA). Se equiparon fuentes ESI y APCI 
a lo largo de los experimentos desarrollados en este trabajo. Para la visualización y 
tratamiento de los datos obtenidos se empleó el software DataAnalysis (versión 4.0 SP 
5) de Bruker Daltonics.  
 C.- Otros aparatos e instrumentos: miscelánea 
 - Balanza analítica de precisión AND GR-202 (precisión hasta la centésima de 
miligramo)  
 - Micropipetas de volumen variable Wilson Pipetman y Socorrex Acura Manual. 
Rangos de volumen: 50-200 μL; 200-1000 μL; 10-100 μL y 100-1000 μL. 
 - Baño de ultrasonidos JP Selecta Ultrasons analógico. Capacidad: 2,6 litros. 
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 - Centrífuga de sobremesa Thermo Scientific Heraeus Multifuge X1R. 
 - Agitador orbital analógico Heidolph Rotamax 120. 
 - Baño termostatizado Neslab RTE – 101. 
7.2.3.- Procedimiento operativo 
  
7.2.3.1.- Lavado de las placas 
Antes de aplicar muestras o patrones sobre la placa, se llevan a cabo dos etapas 
sucesivas de lavado, ambas realizadas con tetrahidrofurano (THF), para eliminar en lo 
posible sustancias que puedan generar señales de fondo tras eluir la placa. Para ello se 
utiliza la cámara de desarrollo vertical “twin trough” mostrada en la Figura 7.4. Como 
se puede observar en el corte transversal de la misma, en lugar de tener el fondo plano, 
la cámara posee un perfil característico, lo que hace que el volumen de disolvente 
requerido para el desarrollo cromatográfico sea pequeño: 
10 mL para placas de 10 x 10 cm 
20 mL para placas de 20 x 10cm 
La forma especial que posee la cámara, ofrece la posibilidad de preequilibrar la 
placa cromatográfica con los vapores del disolvente antes de llevar a cabo la elución. 
Para ello, se adiciona disolvente solamente en uno de los dos compartimentos en los que 
se divide el fondo de la cámara, disponiéndose la placa en el que queda vacío. 
Transcurridos 5 minutos, se cambia la posición de la misma al compartimento que 
contiene el disolvente para comenzar el desarrollo cromatográfico. 
 En las dos etapas, después de introducir la placa en la cámara de elución vertical, 
se permite al disolvente recorrer la totalidad de la misma.  
 
7.2.3.2.- Tratamiento de muestras 
 
Tanto en muestras de plasma sanguíneo como de orina (ambas humanas), para 
alícuotas de 500 μL, este fue el procedimiento aplicado: 
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 1º Extracción con 4 mL de cloroformo/metanol 1:1. Tras agitar la alícuota de 
muestra y el disolvente de extracción durante 30 minutos en un agitador orbital a 200 
rpm, se centrifugaba a 5000 rpm durante 10 minutos el vial que las contenía para 
separar las fases y se tomaba la superior (la inferior era un precipitado que se 
descartaba). 
 
 2º Hidrólisis básica. Se adicionaban 150 μL de NaOH 2 mol·L-1 a la fase 
obtenida en la etapa anterior. A continuación, se permitía reaccionar a la mezcla durante 
2 horas a 40 ºC, fijando agitación constante. Para conseguir mantener la temperatura en 
el valor deseado se utilizó un baño termostatizado. La agitación se suministraba con el 
agitador orbital. 
 
 3º Nueva separación de fases. Se adicionaban 20 μL de ácido acético. Acto 
seguido, se añadían 2 mL de agua y otros 2 de metanol, cuyo objetivo era favorecer la 
separación de las dos fases que se formaban. De ellas, se tomaba la fase inferior con una 
jeringuilla de 1 mL, eliminando previamente la mayor parte de la superior con ayuda de 
una pipeta pasteur. Tras esto, se llevaba la fase inferior a sequedad con N2. En la 
mayoría de experimentos realizados, los extractos obtenidos tras el secado se 
reconstituían con 500 μL de diclorometano/metanol, es decir, se volvía al mismo 
volumen de muestra tomado al comenzar el tratamiento. 
 
7.2.3.3.- Aplicación de muestras 
 
 Se utilizaron los sistemas Automatic TLC Sampler (ATS4) y Linomat IV. Como 
se ha comentado en la sección 7.2.2, el primero posee un grado de automatización 
mayor, por lo que en su manejo hay únicamente 2 pasos: 
 
 1º Fijar las condiciones relacionadas con la aplicación de las muestras. 
 
 Se introducen en el software de control (WinCATS): el número de calles en el 
que se desea dividir el espacio de la placa; la forma y dimensiones de las bandas y la 
distancia entre ellas; la velocidad de aplicación (velocidad a la que deposita sobre la 
placa la disolución muestra en μL·s-1); el volumen de cada disolución de muestra o 
patrón que se quiere aplicar en cada calle. 
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 2º Disponer las disoluciones de muestra y de lavado en los compartimentos 
diseñados para ellas. 
 
  Se introducen en dichos compartimentos los viales que contienen a.) las 
disoluciones de los analitos que se desean aplicar en la placa b.) el disolvente de 
limpieza, en el cual deben ser solubles los analitos aplicados, empleado por el 
instrumento para limpiar la jeringa entre sucesivas aplicaciones. En el software de 
control, se indica la posición de cada uno de los viales de muestras colocados en los 
compartimentos. 
 
 Respecto al Linomat IV, las principales diferencias de manejo con respecto al 
ATS4 residen en que a.) las condiciones relacionadas con la aplicación de las muestras 
se introducen directamente en el instrumento (no está controlado por WinCATS) b.) la 
limpieza de la jeringa y carga de la misma con las distintas disoluciones se realiza 
manualmente. 
  
 Ambos equipos fueron empleados para aplicar los distintos patrones de 
esfingolípidos y los extractos procedentes de las muestras tratadas. En el caso de los 
patrones, el rango de volúmenes depositado en las placas oscilaba entre valores muy 
bajos (del orden de 0,5 μL) y valores realmente altos (superiores a 50 μL), dependiendo 
del diseño experimental. Hay que tener en cuenta que, para conseguir aplicar una 
determinada masa del patrón sobre la placa, se pueden utilizar disoluciones diluidas e 
inyectar un volumen elevado de las mismas o, por el contrario, utilizar disoluciones 
concentradas e inyectar volúmenes pequeños de estas. Así, sobre todo cuando se trabaja 
con patrones, es más correcto hablar de masa aplicada y no de volumen inyectado.  
 
 En el caso de las muestras, la baja concentración prevista de algunos 
esfingolípidos en ellas obligaba a inyectar volúmenes elevados que oscilaban entre 100 
y 300 μL. 
 
 Todas las muestras y patrones fueron aplicados en forma de bandas, lo que 
garantizaba una distribución más homogénea de los mismos (tal y como se comentó en 
la sección 7.2.2). En los experimentos iniciales, desarrollados con la finalidad de 
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optimizar el gradiente cromatográfico, se trabajó con disoluciones de patrones que 
fueron aplicados en bandas de 4 mm con una separación mínima de 3 mm.  
 
 La Figura 7.11 muestra, antes y después de visualizarla, una placa en la que se 
han aplicado y eluido extractos de muestras de plasma. Al trabajar con muestras 
biológicas, se aumentó tanto el tamaño de las bandas como la distancia existente entre 
ellas. El motivo es que, al inyectar volúmenes elevados de muestra en bandas pequeñas, 
esta comenzaba a difundir en el propio punto de aplicación, lo que daba lugar a bandas 
heterogéneas. Hay que tener en cuenta que, a pesar del tratamiento realizado sobre la 
muestra, esta seguía estando muy enriquecida en matriz. Así, en la aplicación de 
extractos procedentes de plasma o de orina, la anchura de banda oscilaba entre 6 y 12 
mm. Respecto a la distancia entre bandas y entre una banda y el borde de la placa, 
también se aumentó en el caso de las muestras porque, en su elución a lo largo de la 
placa, estas difunden horizontalmente, como se puede ver en la Figura 7.11, pudiendo 
llegar a solaparse en el desarrollo cromatográfico si no se guarda cierta separación entre 
las diferentes aplicaciones. Así, al trabajar con extractos de plasma u orina, la 
separación mínima era 16 mm. 
 
 La velocidad a la que se aplicaron muestras y patrones con ambos inyectores era 
de 100 nL·s-1. En el caso de las muestras, a pesar de que la velocidad de aplicación de 
las mismas no era muy elevada, se pausaba el inyector a menudo (con más frecuencia al 
ir aumentando el volumen aplicado), para permitir una mejor evaporación del disolvente 
y evitar una excesiva difusión de las bandas en el punto de aplicación. 
 
 La línea de aplicación para todas las bandas estaba situada a 10 mm del borde de 
la placa. 
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Figura 7.11. Difusión horizontal de las muestras en su elución a lo largo de la placa. a.) simulación 
de la situación en muestras no solapadas b.) simulación de la situación existente en muestras solapadas 
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c.) y d.) sección de una placa correspondiente a la elución de dos bandas de una muestra de plasma antes 
y después de revelar la placa con CuSO4/H3PO4, respectivamente.  
7.2.3.4.- Desarrollo cromatográfico 
 Se pueden diferenciar los procedimientos en relación a si el desarrollo 
cromatográfico se lleva a cabo con o sin gradiente. 
a.) Desarrollo isocrático con mezcla de disolventes (sin gradiente). En estos casos, 
correspondientes a los experimentos descritos en la sección 7.3.1, se empleó la cámara 
de desarrollo horizontal mostrada en la Figura 7.5. La Figura 7.12, muestra un 
esquema de la misma en relación al procedimiento operativo. Para llevar a cabo el 
desarrollo cromatográfico, lo primero que se ha de hacer es llenar los depósitos (3) con 
el disolvente deseado (cloroformo, metanol y ácido acético 70:30:8; v/v/v), disponiendo 
las bandas de vidrio (5) en la posición en la que no están en contacto con la placa 
cromatográfica (1). Después, esta se coloca en el alojamiento diseñado para ella, con el 
recubrimiento de sílica orientado hacia el fondo de la cámara. Tras cerrarla con su 
cubierta de vidrio (2), y permitir al sistema que se equilibre con los vapores del 
disolvente, se presionan a la vez los dos resortes (6). Es entonces cuando las bandas de 
vidrio entran en contacto con la placa de modo que, por capilaridad, la fase móvil 
comienza a desplazarse por la misma. Puesto que en los experimentos realizados 
únicamente se aplicaron las muestras en un lado de la placa, solo se llenó uno de los dos 
reservorios con disolvente. 
 
 
 
 
Figura 7.12. Corte transversal de la cámara de desarrollo horizontal. 1.- placa HPTLC. 2.- cubierta 
del sistema. 3.- depósitos donde se aloja la fase móvil. 4.- espacio para equilibrar el sistema. 5.- bandas 
de vidrio. 6.- resortes para desplazar las bandas a la posición de elución. 
 
 b.) Con gradiente (AMD-HPLTC). Para ello se utiliza el equipo AMD 2.  Una 
vez se introducen en el software de control del equipo el número de etapas del proceso 
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cromatográfico, distancia que recorre el disolvente en cada una de ellas, composición de 
la fase móvil en cada etapa del gradiente, tiempo de secado entre etapas y distancia total 
del desarrollo cromatográfico, se coloca la placa en el instrumento. En cada recipiente 
se introducen los distintos disolventes que constituirán la fase móvil, en nuestro caso 
básicamente diclorometano y metanol.  
  
 En cada una de las etapas del gradiente, el equipo introduce la fase móvil en una 
cámara a la que previamente ha hecho vacío. De un modo totalmente automático el 
instrumento monitoriza la distancia recorrida por la fase móvil en cada una de las etapas 
y cuando llega hasta el punto deseado, el equipo detiene la elución, elimina el disolvente 
que queda y seca la placa a vacío, dejándola preparada para su elución con la siguiente 
fase móvil del gradiente. 
 
 Tras la optimización del gradiente binario diclorometano/metanol la 
composición del mismo en cada una de las etapas de la elución aparece en la Tabla 7.3.  
7.2.3.5.- Visualización de las placas: evaluación densitométrica de las mismas 
 Para este propósito, se utilizó el densitómetro “TLC Scanner 3”, descrito en la 
sección  7.2.2. En todos los casos, se realizaron barridos lineales, con unas dimensiones 
del haz tales que, centrando el mismo en la banda, cubriese al menos el 75 % de la 
misma. Así, en el caso de los primeros experimentos con patrones, en los que las bandas 
eran de 4 mm, el tamaño del haz se fijó en 4 x 0,2 mm; para las últimas placas eluidas, 
en las que se aplicaban muestras de plasma u orina en bandas de 6 mm, las dimensiones 
del haz eran 6 x 0,2 mm.  
 
 Atendiendo al sistema de detección empleado, que condicionaba el tratamiento 
que recibía la placa tras la elución cromatográfica, se trabajó de tres formas: 
 
a. Absorción de la radiación a 190 nm. 
  
Sin someter la placa a ningún tratamiento o derivatización, se medía la 
absorción de los compuestos a la longitud de onda mencionada. 
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b. Derivatización de las placas con CuSO4/H3PO4 y medida de absorción de 
radiación a 620 nm.   
 
En la impregnación, se utilizó el dispositivo que aparece en la Figura 7.9.I. 
Para ello, una vez se ha rellenado la cubeta (a) con una disolución acuosa de 
CuSO4 al 10 % y H3PO4 al 8 % (masa/volumen en ambos casos), se coloca la 
placa en el soporte (b). Es entonces cuando se acciona el dispositivo y la placa se 
sumerge en la cubeta de forma perpendicular a la superficie del líquido a una 
velocidad constante de 35 mm·s-1, permaneciendo en el interior de la cubeta 2 
segundos. Tras esto, se retira con delicadeza el exceso de disolución, pasando 
una porción de papel adsorbente por la cara que no está recubierta con sílica. 
Después se calienta la placa durante 15 min a 180 ºC utilizando el dispositivo 
calefactor que aparece en la Figura 3.9.II, descrito en el apartado 3.2.2. 
Transcurrido ese tiempo, se permite a la placa enfriarse a temperatura ambiente 
unos minutos, tras los cuales se puede escanear con el densitómetro midiendo la 
absorción de radiación a 620 nm.  
 
c. Detección fluorescente basada em cambios de intensidad (Fluorescence 
Detection by Intensity Changes, FDIC) previa impregnación de las placas 
con determinados fluoróforos. 
  
Para la impregnación vuelve a utilizarse el dispositivo empleado en el 
apartado anterior. El procedimiento operativo es similar al desarrollado con 
CuSO4/H3PO4 pero la placa se introduce en una disolución del fluoróforo. A lo 
largo de este trabajo, se han utilizado fundamentalmente tres fluoróforos: 
berberina, coralina y primulina. En las experiencias realizadas con coralina, se 
utilizaron disoluciones de 60 mg·L-1 en metanol. Para la segunda sonda 
empleada, berberina, se emplearon disoluciones de 60 y 600 mg·L-1, también en 
metanol. Con respecto a la primulina, las disoluciones de la misma contenían 
200 mg·L-1 del fluoróforo. A diferencia del procedimiento llevado a cabo con 
CuSO4/H3PO4, antes de introducir la placa en el densitómetro, se elimina el 
metanol colocándola en la placa calefactora y calentando a 30 ºC durante 10 
minutos. Se realizan las medidas de fluorescencia excitando a 313 nm para 
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coralina y a 365 nm para los fluoróforos berberina y primulina, recogiendo la 
emisión de todos a partir de 400 nm. 
 
7.2.3.6.- Extracción automática de los compuestos separados en la placa para su 
posterior análisis mediante espectrometría de masas 
Se utilizó la interfaz TLC-MS que aparece en la Figura 7.10, descrita en la 
sección 3.2.2. 
Antes de comenzar el proceso de extracción propiamente dicho, se hacía pasar 
por el sistema el disolvente seleccionado. Tanto en APCI-MS como en ESI-MS se 
utilizó metanol. En el caso del último sistema de ionización citado, también se empleó 
una mezcla 90:10 de metanol y una disolución acuosa de ácido fórmico 0,1 % (en 
volumen). Hay que destacar que el disolvente utilizado proporciona un compromiso 
entre una correcta extracción de los esfingolípidos de la sílica de la placa y una 
ionización adecuada de los analitos objeto de estudio. El caudal fijado en el proceso de 
extracción era 0,2 mL·min-1 y estaba suministrado por una bomba Jasco PU-2080. 
Antes de comenzar a trabajar con la placa, se permitía circular al disolvente por el 
sistema al menos 5 minutos. Tras todo esto, teniendo perfectamente localizada mediante 
densitometría la posición de la placa sobre la que se pretendía extraer, se colocaba la 
misma de tal modo que el pistón quedase justo encima de la zona de interés, utilizando 
tanto la escala graduada como el puntero láser con los que esta equipado el instrumento. 
Es entonces cuando, al accionar el instrumento, un mecanismo impulsado por una 
presión de 3 bares de N2 hacía bajar el pistón hasta situarlo sobre la fase estacionaria, de 
tal modo que el disolvente que circulaba por el interior del mismo entraba en contacto 
directo con la sílice de la placa, extrayendo la sección deseada de la misma, tal y como 
se refleja en la Figura 7.13. De este modo, los esfingolípidos pasan al disolvente, que es 
impulsado al espectrómetro de masas conectado en continuo con la interfaz. En este 
proceso, la sílica es eliminada mediante un filtro de acero inoxidable de 2 μm.  
En principio, tal y como se puede observar en la Figura 7.14, en todos los 
procesos realizados con la interfaz TLC – MS, se situaba el centro del pistón en el 
máximo del pico cromatográfico, de tal modo que éste extraía la parte central del 
mismo, zona en la cual se haya la mayor parte del compuesto. De esta manera el caudal 
de disolvente que se dirige al espectrómetro poseía la mayor concentración posible de la 
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recubrimiento de sílica 
base de vidrio de la placa 
zona extraída de la placa 
2 mm 
y 
x 
a.)
b.)
c.)
sustancia que se pretende analizar por espectrometría de masas. Como se puede ver en 
la Figura 7.14, atendiendo al eje de ordenadas y teniendo en cuenta las medidas del 
pistón (4 x 2 mm), este extraía el compuesto presente en la zona comprendida entre ±1 
mm el máximo del pico. 
 
 
 
 
Figura 7.13. Esquema del pistón de la interfaz TLC – MS.  
Figura 7.14. Esquema en el eje de ordenadas de la zona de la placa extraída por el pistón de la 
interfaz TLC – MS. a.) pistón del extractor. b.) imagen de una calle en una placa revelada con 
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x 
y 
4 mm 
CuSO4/H3PO4. c.) cromatograma obtenido tras el revelado para la misma calle midiendo su absorbancia 
a 620 nm 
 
La Figura 7.15 muestra, en relación con en el eje de abscisas, la zona de la placa 
que extrae el pistón de la interfaz TLC – MS. Como se puede observar, cuando las 
muestras se aplicaban como bandas de 4 mm, el pistón se situaba de tal modo que 
extraía la totalidad de las mismas. En el caso de bandas de mayor tamaño, el pistón se 
orientaba de manera que recogía el compuesto presente en la zona comprendida entre 
±2 mm el centro de la banda. 
 
Por último, hay que destacar que las extracciones siempre fueron realizadas 
sobre placas impregnadas con primulina que, como se expondrá más adelante, no 
interfiere de modo significativo en los espectros de masas obtenidos. 
 
Figura 7.15. Esquema tridimensional de la zona de la placa extraída por el pistón de la interfaz TLC – 
MS. 
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7.2.3.7.- Análisis de esfingolípidos por API-MS 
 
 Para este propósito, se conectó a la interfaz TLC-MS un espectrómetro de 
trampa de iones Esquire 3000, que fue equipado con fuentes del tipo APCI y ESI.  
 
 Los análisis ESI-MS se llevaron a cabo en modo positivo con voltajes de capilar 
y “endplate offset voltaje” de 4000 y -500 voltios, respectivamente. Los espectros se 
adquirieron en modo normal dentro del rango m/z comprendido entre 300-1500. La 
presión del gas (N2) en la nebulización se fijó en 40 psi. El caudal y temperatura de 
secado del mismo se mantuvieron en 9 litros por minuto y 350 ºC, respectivamente. 
 
 Los análisis desarrollados por APCI-MS se llevaron a cabo con voltajes de 
capilar e intensidades comprendidas entre 2000-3000 voltios y 5000-6000 nA. La 
presión del gas nebulizador (N2) se mantuvo en 45 psi. El caudal y temperatura del gas 
de secado (N2) fueron 5 mL·min-1 y 350 ºC, respectivamente. La temperatura de 
vaporización se fijo en 450 ºC. Se realizaron barridos completos en modo positivo 
tomando las relaciones m/z comprendidas hasta 1500. 
 
 Se utilizaron las versiones 5.3 y 4.0 del software de control del Esquire 3000 y 
del software de análisis y procesado de datos, respectivamente. 
 
7.3.- RESULTADOS RELACIONADOS CON EL DESARROLLO 
CROMATOGRÁFICO 
 
 En esta sección se exponen las experiencias y resultados obtenidos a lo largo del 
estudio llevado a cabo para obtener una secuencia de elución aplicable a la resolución 
de esfingolípidos neutros. Todos los ensayos consignados en este apartado se han 
realizado visualizando la placa por absorción en la zona UV. En los mismos, se han 
utilizado esfingosina, ceramida y diversos esfingolípidos neutros.  
 
7.3.1.- Estudios previos  
 
Para comenzar a trabajar, se decidió tomar como punto de partida la secuencia 
empleada en la referencia [4], que constaba de 3 etapas. En las dos primeras, la fase 
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móvil, una mezcla de cloroformo, metanol y ácido acético (70:30:8; v/v/v), recorría la 
placa hasta una distancia de 70 mm desde el punto de aplicación. En la tercera, se eluía 
la placa con cloroformo hasta una distancia de 85 mm. El objetivo era evaluar si esta 
sencilla secuencia podía resolver de un modo satisfactorio los esfingolípidos que 
protagonizan este estudio.  
 
El uso de este procedimiento dio como resultado una separación pésima de los 
esfingolípidos ensayados y un enorme ruido de fondo en la línea base del cromatograma 
obtenido. 
 
7.3.2.- AMD: antecedentes y justificación de su aplicación 
  
 Los resultados de la sección anterior muestran la necesidad de mejorar la 
separación. Debido a la gran variabilidad existente en las estructuras de los compuestos 
que forman parte de la familia de los esfingolípidos (ampliamente comentada en la 
introducción de esta parte de la tesis) y la complejidad de las muestras biológicas que se 
pretenden estudiar más adelante, se decidió trabajar en el desarrollo de una separación 
basada en un gradiente de elución cromatográfico, utilizando el instrumento diseñado 
para AMD. Como se verá en la siguiente sección, la introducción de este sistema resulta 
de gran utilidad puesto que, además de posibilitar la realización de gradientes 
cromatográficos de un modo automatizado y reproducible, la superposición del 
diagrama del gradiente con el cromatograma obtenido permite identificar fácilmente las 
regiones del primero responsables de la separación de los compuestos. Esto es muy 
importante puesto que, cuando hay zonas no resueltas en un cromatograma, se puede 
reajustar y modificar el gradiente, pudiendo predecir de antemano el efecto de la 
variación en la separación de los analitos. 
 
 Existen muchos trabajos en los que se han demostrado las posibilidades del 
AMD para la resolución de muestras complejas de lípidos. Farwanah [5; 6], Bonté [7] 
Opitz [8] y Zellmer [9] utilizan HPTLC con AMD en el análisis de muestras de piel 
humanas, logrando separar con éxito colesterol, ésteres de colesterol, ácidos grasos, 
triglicéridos, y diversos derivados de Cer. Cansell [10] resuelve en cultivos de células 
epiteliales mezclas de diversos fosfolípidos: SM, PC, fosfatidilinosiltol, fosfatidilserina 
y fosfatidietanolamina. Sek [11] separa con éxito mezclas de triglicéridos, diglicéridos, 
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monoglicéridos y ácidos grasos. Ya dentro de la familia de los glicoesfingolípidos, 
Muthing [12; 13] resuelve gangliósidos en diversas muestras de tejido humano mediante 
AMD. La mayoría de muestras analizadas en los trabajos mencionados proceden de 
stratum corneum dermatológico y están muy enriquecidas en esfingolípidos, a 
diferencia de las provenientes de los fluidos biológicos. Además en esas muestras los 
esfingolípidos vienen acompañados de matrices en las se encuentran lípidos neutros. 
Por todo esto, las condiciones AMD no son comparables a las que se desarrollan en el 
trabajo que se expone y discute en esta tesis. 
 
 A pesar de que, tal y como se ha expuesto en el párrafo anterior, existen 
numerosos estudios en los que se demuestra la validez del AMD en la separación de 
diversas familias de lípidos, merece la pena destacar que hasta ahora nadie ha afrontado 
la resolución de esfingolípidos neutros utilizando este sistema de elución. En esta tesis 
se van a explorar precisamente las posibilidades de utilización del AMD en la 
separación de esta familia de compuestos. El objetivo final es su aplicación al análisis 
de fluidos biológicos. 
 
7.3.3.- Diseño de una separación óptima mediante AMD  
 
Se comenzó aplicando el gradiente de elución que aparece en la Tabla 7.1 [1], 
basado en combinaciones diclorometano/metanol y diclorometano/heptano.  
 
Se aplicó de un modo independiente cada uno de los patrones en diferentes 
calles de la placa para conocer la distancia de migración de cada lípido. Se midió la 
absorción de la placa a 190 nm. La Figura 7.16 muestra los cromatogramas obtenidos 
tras eluir la placa con el gradiente descrito en la Tabla 7.1. Además, se ha incluido una 
representación gráfica en la que aparece la composición de cada una de las etapas de la 
secuencia de elución en relación a los cromatogramas y la posición de los picos que 
aparecen en los mismos. 
 
Tras la elución, se puede observar que las posiciones de los compuestos 
estudiados se encuentran entre 15 y 50 mm. El lípido más polar es la esfingosina, puesto 
que es el que se desplaza menos por la fase estacionaria. Le siguen en orden decreciente 
en polaridad el Gb3, LacCer y GluCer, con tres, dos y una hexosa respectivamente: al 
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disminuir el número de azúcares el compuesto pierde polaridad, recorriendo mayor 
distancia en la placa. Por último está la Cer, el lípido que más se ha desplazado por la 
sílica, es decir, la molécula de menor polaridad de las ensayadas. Con respecto a la 
resolución, es necesario mejorarla, puesto que los picos correspondientes a LacCer y 
GluCer no aparecen completamente separados. Merece la pena comentar brevemente el 
significado del registro negro, correspondiente a una calle vacía de la placa, ya que 
algunos de los cromatogramas que se presentan en la tesis contienen este registro. Lo 
que se observa en el mismo es la señal originada por el residuo seco del disolvente y 
otras pequeñas impurezas adsorbidas por la sílica de la placa tras la elución de la misma. 
  
 
Etapa Metanol, % en volumen 
Diclorometano, 
% en volumen
Heptano, % en 
volumen 
Distancia de 
migración, 
mm 
1 100 0 0 14  
2 100 0 0 17 
3 90 10 0 20 
4 80 20 0 23 
5 60 40 0 26 
6 50 50 0 29 
7 40 60 0 32 
8 20 80 0 35 
9 10 90 0 38 
10 0 100 0 41 
11 0 100 0 44 
12 0 90 10 47 
13 0 80 20 50 
14 0 60 40 53 
15 0 50 50 56 
16 0 40 60 59 
17 0 20 80 61 
18 0 10 90 64 
19 0 0 100 68 
20 0 0 100 72 
21 0 0 100 76 
 
Tabla 7.1. Gradiente de elución aplicado inicialmente para separar esfingolípidos. 
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Figura 7.16. Cromatogramas obtenidos utilizando el gradiente diclorometano/metanol/heptano (Tabla 
7.1), representado en un diagrama superpuesto.  Patrones aplicados: esfingosina (rojo), LacCer (rosa), 
GluCer (verde), Gb3 (azul), Cer (naranja). El cromatograma negro corresponde a una calle en la que no 
se ha aplicado ninguno de los patrones. La placa se escaneó fijando la longitud de onda en 190 nm.  
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Estudiando en profundidad cada una de las etapas del gradiente de elución y los 
cromatogramas obtenidos, se llega a la conclusión de que todas las mezclas 
diclorometano/heptano no aportan nada a la separación, puesto que las etapas 
correspondientes a esta combinación de disolventes, sea cual sea la composición, 
recorren siempre la placa hasta alcanzar distancias superiores a 44 mm, pero el patrón 
de ceramida, que es el que más eluye a lo largo de la placa, tan sólo se desplaza una 
distancia de 36 mm, posición en la cual aparece el máximo del pico que genera. Esto se 
observa perfectamente cuando se tienen en cuenta los cromatogramas y la 
representación gráfica de la evolución de la composición del gradiente de la anterior 
figura: todas las etapas a la derecha de la línea discontínua no contribuyen en la 
resolución de los analitos.  
 
Etapa Diclorometano, % en volumen
Metanol, % 
en volumen 
Distancia de 
migración, mm 
1 0 100 13 
2 0 100 16 
3 10 90 19 
4 10 90 22 
5 20 80 25 
6 20 80 28 
7 30 70 31 
8 30 70 34 
9 40 60 37 
10 40 60 40 
11 50 50 43 
12 50 50 46 
13 60 40 49 
14 60 40 52 
15 70 30 55 
16 70 30 58 
17 80 20 61 
18 80 20 64 
19 90 10 67 
20 90 10 70 
21 100 0 73 
22 100 0 76 
 
Tabla 7.2. Gradiente de elución basado en mezclas binarias de diclorometano y metanol. 
 
Así, para mejorar la separación de los compuestos, se estudió una nueva 
secuencia de elución (Tabla 7.2), en la que se eliminaron todas las etapas 
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diclorometano/heptano y se duplicó cada etapa diclorometano/metanol para extender el 
cromatograma en la zona dónde son eluidos los compuestos y focalizar los picos 
originados por estos. 
 
En la Figura 7.17 se pueden ver los registros obtenidos. Se han aplicado los 
patrones individualmente en cada calle, incluyendo un estándar de esfingosina. La razón 
inicial por la que se incluyó este compuesto en el estudio fue que se consideró probable 
que dicho metabolito estuviese presente en los fluidos biológicos. Resultados 
posteriores han mostrado que esto no es así.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.17. Cromatograma obtenido utilizando el gradiente descrito en la Tabla 7.2. Patrones 
aplicados: SM (gris), esfingosina (rojo), Gb3 (azul), LaCer (rosa), GluCer (verde),  Cer (naranja). El 
cromatograma negro corresponde a una calle en la que no se ha aplicado ninguno de los patrones. La 
placa se escaneó fijando la longitud de onda en 190 nm. Se aplican sobre la placa 3 μg de cada uno de 
los siguientes analitos: Gb3, esfingosina, GluCer y LacCer. De los otros dos compuestos restantes, SM  y 
Cer, fueron aplicados 2 μg. 
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 La Figura 7.17 pone de manifiesto como la separación entre los picos 
originados por los lípidos ensayados ha mejorado considerablemente en relación al 
anterior gradiente. Es remarcable que la SM aparece como el compuesto más polar de 
los estudiados, ya que es la molécula que menos se ha desplazado por la fase 
estacionaria. Se observa que los picos originados por esfingosina y Gb3 son bastante 
más anchos y menos gaussianos, lo que es un inconveniente en la separación. 
  
 Si bien el gradiente basado en diclorometano/metanol permite separar los 
esfingolípidos estudiados, el elevado número de etapas y la gran distancia que recorre la 
fase móvil (especialmente las últimas etapas) hacen que la elución de una placa de 
acuerdo con dicho gradiente requiera 4 horas y 13 minutos, un tiempo demasiado 
elevado. Así, se decidió estudiar el gradiente en profundidad, con el objetivo de intentar 
reducir el tiempo empleado en la separación. De este modo, se fueron realizando las 
etapas del mismo de un modo discontinuo y consecutivo, es decir, tomando por 
densitometría una imagen de la placa tras cada una de las mismas, para evaluar cómo 
afectan a la migración de los distintos esfingolípidos por la fase estacionaria. Cada etapa 
se llevó a cabo una sola vez (no se duplicaron como en la secuencia original), 
aumentando la distancia recorrida por el disolvente 5 mm en cada una de las etapas 
sucesivas realizadas. La Figura 7.18 muestra los resultados. En ella aparecen los 
cromatogramas obtenidos tras las diferentes etapas del gradiente para cada uno de los 
analitos ensayados (SM, GluCer, LacCer y Gb3), pudiéndose estudiar a partir de los 
mismos el comportamiento de los esfingolípidos. Del mismo modo que en algunos 
registros que se han ido presentando, se ha incluido en cada una de las gráficas de la 
figura un cromatograma correspondiente a una calle vacía (línea negra), en este caso 
bastante importante para diferenciar la parte de la señal que está originada por el residuo 
seco de los disolventes empleados, que generalmente aparece en el frente de elución. 
Las conclusiones obtenidas a partir de la figura son las siguientes: 
 
 - La SM comienza a eluir por la placa en la etapa 3, diclorometano/metanol 
20:80. Las dos etapas anteriores solamente “ensanchan” el pico, cuyo máximo se 
mantiene básicamente en el punto de aplicación (10 mm). A partir de aquí, al ir 
elevando la proporción de diclorometano en la fase móvil, el lípido va aumentando la 
distancia que recorre en la fase estacionaria hasta llegar a la composición 60:40 en 
diclorometano/metanol (etapa 7), tras la cual no se mueve más a través de la placa. En 
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ningún momento se observa que este analito migre con el frente de elución, apareciendo 
siempre retrasado con respecto al mismo.  
 
 - La posición de la LacCer coincide con la del frente de elución desde la primera 
etapa (100% de metanol) hasta la quinta (40:60 diclorometano/metanol), a partir de la 
cual el lípido continúa migrando por la placa pero ligeramente retrasado con respecto al 
frente de elución. Composiciones con un porcentaje de diclorometano superiores al 70 
% (a partir de la etapa 8), no mueven más al compuesto por la sílica. 
 
 - Con respecto a la GluCer, se desplaza por la fase estacionaria junto al frente de 
elución desde la etapa 1 hasta la 8, en la que la composición de diclorometano es del 70 
% en volumen. La siguiente etapa consigue hacer migrar algo más al lípido, esta vez 
algo retrasado con respecto al frente. Composiciones superiores al 80 % de 
diclorometano ya no eluyen más a la GluCer por la placa. 
 
 - Tal y como se puede ver al final de todo el gradiente, el Gb3 genera un pico 
muy ancho. Parte del mismo comienza a eluirse en la primera etapa de la secuencia, si 
bien la gran mayoría permanece en el punto de aplicación. En la tercera etapa, 
consistente en una mezcla 20:80 de diclorometano/metanol, el pico queda distribuido 
desde el punto de aplicación hasta el frente de elución sin formar un pico definido. Es 
en la quinta etapa (40 % de diclorometano) cuando el pico se define, retrasándose con 
respecto al frente de elución. La última etapa que consigue desplazar el pico es la 
séptima (60 % de diclorometano), tras lo cual ya no se mueve más por la placa. 
 
 Tras el análisis de cada una de las etapas, es posible proponer un nuevo 
gradiente alternativo. La descripción del mismo aparece en la Tabla 7.3, que recoge la 
composición de las etapas y la distancia que recorre el disolvente por la placa. Lo 
primero que se puede destacar del gradiente es la significativa reducción del tiempo de 
análisis, puesto que tan sólo se invierte 1 hora y 13 minutos en su realización. Esto es 
muy importante puesto que la disminución del mismo es precisamente el objetivo del 
estudio pormenorizado del gradiente. Este descenso se ha logrado fundamentalmente 
mediante la selección de etapas concretas que hacen migrar a cada uno de los lípidos a 
través de la placa, permitiendo una resolución satisfactoria de los compuestos, al igual 
que el gradiente binario original. Si atendemos a la etapa 1, encargada de “mover” a la  
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SM, se ha optado por poner la primera composición que desplaza el analito 
(diclorometano/metanol 20:80). Aunque el compuesto va a continuar eluyendo con las 
siguientes 5 etapas, su resolución con respecto al resto de analitos no va a verse 
comprometida, puesto que las mismas siempre van a mantener al lípido bastante 
retrasado con respecto al frente cromatográfico. Las 5 etapas idénticas, en las cuales la 
mezcla diclorometano/metanol 50:50 asciende por la placa hasta 30 mm (nótese que el 
disolvente recorre la misma distancia en todas ellas), tienen como objetivo lograr la 
focalización del Gb3, compuesto que presenta un pico considerablemente más ancho 
que el resto de lípidos ensayados. Se ha escogido para tal propósito la última 
composición que mueve el pico. La teoría propuesta para justificar la anchura del pico 
es la presencia de otras sustancias derivadas del Gb3 que eluyen ligeramente 
desplazadas. Merece la pena remarcar que, en relación a la anterior secuencia de elución 
y a la anchura de los picos de los patrones estudiados, no hay ningún compuesto en el 
que se justifiquen etapas extras de focalización además del Gb3. La supresión de las 
mismas supone una contribución importante en la reducción del tiempo de análisis. 
Porcentajes de diclorometano mayores que el de la etapa 7 no mueven la LacCer, por lo 
que fue esta etapa la seleccionada para eluir el citado lípido. Del mismo modo, para la 
GluCer se seleccionó la última mezcla que desplaza el compuesto, 
diclorometano/metanol 80:20. Tal y como se ha comentado anteriormente, algunos de 
estos compuestos no eluyen con el frente, por eso, para asegurar una correcta separación 
de los lípidos, existe una diferencia en las distancias de migración de 10 mm entre las 
distintas etapas. Existe un último paso en el gradiente propuesto consistente en una 
etapa extra de limpieza. El diseño y desarrollo de la misma se expondrá más adelante. 
 
Etapa Diclorometano, % en volumen
Metanol, % 
en volumen 
Distancia de 
migración, mm 
1 20 80 20 
2 50 50 30 
3 50 50 30 
4 50 50 30 
5 50 50 30 
6 50 50 30 
7 70 30 40 
8 80 20 50 
9 90 10 60 
 
Tabla 7.3. Evolución del gradiente de elución basado en mezclas binarias de diclorometano y metanol. 
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 Hay que destacar que, como se vera algo más adelante, en muchos de los 
estudios realizados con las muestras se utiliza la secuencia descrita en la Tabla 7.2 es 
decir, el gradiente binario diclorometano/metanol con mayor número de etapas de los 
dos ensayados. En realidad cualquiera de los dos es perfectamente válido y resuelve la 
mezcla de lípidos, la gran ventaja del más corto reside en que permite economizar el 
tiempo de análisis. En determinadas situaciones, se prefirió ampliar la elución utilizando 
el gradiente más largo para extender el cromatograma a lo largo de la placa y poder de 
este modo estudiar más fácilmente las señales originadas por la matriz en ciertas 
muestras de origen humano. 
 
 La Figura 7.19 muestra el cromatograma obtenido cuando se aplica la última 
evolución del gradiente cromatográfico para la separación de los compuestos SM, Gb3, 
LacCer y GluCer. Sobre la misma, solo merece la pena remarcar que, tal y como se ha 
mencionado con anterioridad, permite resolver los compuestos satisfactoriamente.   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.19. Cromatograma obtenido utilizando el gradiente descrito en la Tabla 7.3. La placa se 
escaneó fijando la longitud de onda en 190 nm. Se aplicaron sobre la placa 5 μg de cada uno de los 
patrones de esfingolípidos. 
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7.3.4.- El gradiente de elución aplicado a una muestra de plasma humano 
  
 Una vez optimizada la separación de los patrones por AMD, se decidió estudiar 
una muestra de plasma sanguíneo con el objetivo de comprobar el efecto del gradiente  
en la matriz de la misma. Para ello, se llevó a cabo una extracción de 50 μL de plasma 
con 2 mL de cloroformo/metanol 1:1. De este modo, la concentración de los analitos es 
muy baja, permitiendo estudiar el efecto que tienen las combinaciones de los distintos 
disolventes empleados en la optimización del gradiente y el desarrollo cromatográfico 
sobre la matriz procedente del plasma presente en los extractos. Para comenzar el 
estudio, se eligió el primer gradiente que se había utilizado con los patrones (Tabla 7.1) 
el cual, como se puede observar en el registro rojo de la Figura 7.20, da lugar a un 
cromatograma en el que la matriz extraída de la muestra origina un gran número de 
picos en la zona de la placa comprendida entre 25 y 55 mm, precisamente en las 
posiciones donde se sitúan los picos correspondientes a los patrones de Gb3, Cer, 
GluCer y LacCer. Esto supone un inconveniente, puesto que la concentración de estas 
especies en fluidos biológicos es muy baja [14; 15; 16; 17; 18; 19; 20; 21]: cualquier 
compuesto presente en la matriz que eluya en la misma zona que los analitos es una 
interferencia que hay que eliminar, puesto que impedirá ver con claridad sus picos. 
 
 El segundo gradiente cromatográfico estudiado (Tabla 7.2) constituye una 
primera solución al problema expuesto en el párrafo anterior, puesto que, como se 
observa en el registro azul de la Figura 7.20, el cromatograma que origina la matriz se 
simplifica considerablemente debido a la etapa de limpieza. Las interferencias 
originadas por la matriz, mucho más importantes cuando en el tratamiento las muestras 
no se diluyen con el disolvente empleado en la extracción antes de ser aplicadas sobre la 
placa, fueron objeto de sucesivos estudios cuyas conclusiones están recogidas en 
secciones posteriores de este trabajo. 
 
 Teniendo en cuenta la naturaleza de las muestras con las que se va a trabajar y 
que el tratamiento va a estar basado en una extracción con disolventes orgánicos, la 
conclusión más importante es que, al igual que sucedía en el estudio con los patrones, la 
supresión del heptano para evolucionar hacia un gradiente basado en mezclas binarias 
de diclorometano/metanol también supone una sustancial mejora desde el punto de vista 
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de la muestra y la cantidad de matriz presente en el cromatograma, puesto que el 
número y área de los picos originados por la misma disminuyen considerablemente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.20. Cromatogramas obtenidos para una muestra de plasma al aplicar las dos primeras 
secuencias de elución estudiadas. Registro rojo: gradiente basado en mezclas diclorometano/metanol y 
diclorometano/heptano (Tabla 7.1). Registro azul: gradiente binario diclorometano/metanol (Tabla 7.2). 
La placa se escaneó fijando la longitud de onda en 190 nm. 
  
7.4.- RESULTADOS RELACIONADOS CON EL SISTEMA DE DETECCIÓN 
 
 En el diseño y desarrollo del gradiente cromatográfico, efectuado mediante 
AMD, se ha empleado como sistema de visualización de las placas la medida de la 
absorción de las mismas en la zona UV, concretamente a 190 nm. En esta sección se va 
a indagar un poco más en las propiedades intrínsecas espectroscópicas de los lípidos y 
se estudiarán otras posibilidades de detección cromatográfica, todas ellas basadas en el 
uso de densitometría. Lo cierto es que, como se expondrá mas adelante, también 
contamos con la espectrometría de masas para abordar la identificación y cuantificación 
de los analitos en las muestras, sin embargo, es necesario un sistema de visualización 
Distancia de migración, mm 
A
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90
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que facilite localizar en la placa las posiciones de los mismos para poder extraerlos y 
llevarlos al espectrómetro de masas. Como se verá más adelante, el método 
densitométrico de detección finalmente adoptado también sirve para abordar la 
cuantificación. 
 
7.4.1.- Detección basada en la absorción de los analitos 
 
 Dentro de las limitadas alternativas espectroscópicas para la detección de 
esfingolípidos, se estudió la posibilidad de modificar la longitud de onda de medida. 
Para ello, se realizaron espectros de absorción de los picos obtenidos en un desarrollo 
cromatográfico llevado a cabo con el gradiente binario diclorometano/metanol para los 
siguientes esfingolípidos: esfingosina, Cer, GluCer y LacCer. En todos ellos se obtiene 
básicamente un registro similar al de la Figura 7.21, perteneciente a la ceramida, en el 
cual el máximo de absorción corresponde a la longitud de onda de 190 nm, 
precisamente la empleada hasta este momento en el estudio del desarrollo 
cromatográfico. Los resultados obtenidos experimentalmente concuerdan con las 
previsiones teóricas, puesto que los esfingolípidos tienen estructuras con un número 
muy reducido de dobles enlaces y, por lo tanto, con una baja conjugación, lo que es 
coherente con la zona UV en la que presentan mayores valores de absorción.  
 
 Se llevó a cabo un estudio para averiguar el límite de detección (LOD, calculado 
buscando la mínima cantidad que se diferencia de la línea base) de cada uno de los 
esfingolípidos por absorción a 190 nm. Para ello, se aplicaron en las calles de una placa 
diversas masas de SM, esfingosina, Cer, LacCer, GluCer y Gb3. La menor masa 
aplicada fue de 0,025 μg, siendo esta incrementada progresivamente. Después, se llevó 
a cabo el desarrollo de la placa conforme al gradiente descrito en la Tabla 7.2. En todos 
los compuestos estudiados, salvo el Gb3, la menor masa que genera un pico visible es 
0,5 μg. Por debajo de ella, es imposible diferenciar las señales de los analitos de la línea 
base. En el caso del Gb3, la mínima cantidad necesaria para distinguir el pico con 
respecto a la señal del blanco es 1 μg. Además, el pico que genera esta masa es bastante 
más pequeño y menos gaussiano que los originados por idénticas cantidades de otros 
analitos como GluCer o LacCer, lo cual supone una desventaja importante a la hora de 
distinguirlo de la señal de fondo generada por la placa. 
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Figura 7.21. Espectro de absorción del pico obtenido para ceramida 
 
  Se desarrollaron varios calibrados en los que se relacionaba la masa de los 
diferentes lípidos objeto de estudio con el área de sus picos, obtenidos utilizando el 
gradiente binario diclorometano/metanol y el sistema de detección basado en la medida 
de la placa por absorción a 190 nm. Todos ellos están recogidos en la Figura 7.22. 
Como resultado de estos ensayos, se puede afirmar que SM, esfingosina y LacCer 
muestran linealidad en todo el rango de masas ensayado para las mismas, mientras que 
Gb3, GluCer y Cer solo son lineales hasta 3,1, 1,7 y 1,1 μg, respectivamente. Todo esto 
aparece resumido en la Tabla 7.4.  
 
 Respecto a la pendiente obtenida, se obtienen valores similares para todos los 
lípidos ensayados con excepción de la Cer y la GluCer, para los cuales es 
aproximadamente el doble, lo que indica una sensibilidad algo más alta para estos 
lípidos. 
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Esfingolípido 
Límite superior rango lineal 
(en el intervalo estudiado), μg 
Pendiente (área/ μg) 
SM 2,5 1295 
Esfingosina 10,0 1000 
LacCer 10,0 885 
Gb3 3 1362 
GluCer 1,7 2024 
Cer 1,1 2209 
 
Tabla 7.4. Limítes superiores del rango lineal y pendientes para los diferentes esfingolípidos 
estudiados en una calibración realizada con las áreas de los picos obtenidos para los mismos por 
absorción en la zona UV. 
 
 Existen tres importantes limitaciones derivadas del uso de la absorción a 190 nm 
como sistema de detección. La primera está relacionada con la complejidad asociada a 
las muestras biológicas que se pretenden ensayar. Es evidente que, aunque en el 
tratamiento de muestra (del cual se hablará más adelante) se van a eliminar muchos 
compuestos de la matriz, los que queden en la misma van a suponer una seria 
interferencia para este sistema de detección, puesto que el número de biomoléculas que 
presentan absorción en el UV es muy elevado, lo que va a originar una gran señal de 
fondo. 
En segundo lugar, hay que tener muy presente que los niveles de los analitos en 
plasma humano, una de las muestras de interés, son realmente bajos en el caso de los 
glucolípidos. Vamos a centrarnos en 3 esfingolípidos: GluCer, Gb3 y SM. Para el 
primero de ellos, en la bibliografía consultada, la concentración de GluCer en plasma 
oscila entre 2 y 5 mg·L-1 para individuos sanos y entre 5 y 16 mg·L-1 en enfermos de 
Gaucher. Por otra parte, los niveles de Gb3 en individuos sanos varían entre 2 y 3,5 
mg·L-1 y en pacientes con la enfermedad de Fabry entre 8 y 9,5 mg·L-1. En el caso de la 
SM, las referencias consultadas ofrecen valores de SM en sujetos sanos que oscilan 
entre 83 y 371 mg·L-1. Los reducidos niveles de los dos glucolípidos mencionados van a 
requerir una mejora de la sensibilidad y límite de detección del método empleado para 
la visualización de las placas [15; 16; 17; 18; 19; 20; 21; 22].  
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Figura 7.22. Variación del área en función de la masa de esfingolípido aplicada sobre la placa 
 
La última razón es la incapacidad para detectar la esfingosina (uno de los 
metabolitos contemplados inicialmente en el estudio) por absorción a 190 nm, ya que 
este compuesto no presenta absorción UV.  
 
Las limitaciones expuestas nos llevaron a estudiar otras posibilidades en la 
detección por densitometría, que se detallan a continuación. 
y = 1295,30x – 26,64 
  , 99 
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7.4.2.- FDIC aplicado a la detección de esfingolípidos en HPTLC 
 
 La mala detectabilidad intrínseca de los analitos obliga a utilizar técnicas de 
detección más sensibles. 
 
 Como alternativa a estrategias de detección que conllevan modificaciones 
químicas y destrucción de los analitos (por ejemplo la visualización con orcinol), esta 
parte del trabajo va a estar centrada en la exploración de las posibilidades de la 
detección FDIC aplicada al análisis de lípidos. Antes de pasar a describir este sistema 
de detección, conviene destacar una de las principales ventajas del mismo en relación a 
algunas de las opciones mencionadas: mantiene la identidad química de las moléculas 
objeto de análisis, puesto que no se basa en ningún tipo de reacción o proceso de 
derivatización de los analitos. 
 
7.4.2.1.- Antecedentes y fundamentos del FDIC 
 
 Es un hecho que la fluorescencia que presentan las sustancias está ampliamente 
influenciada por el microentorno molecular que las rodea. Este último puede modificar 
tanto el rendimiento cuántico del fluoróforo (es decir, su intensidad de fluorescencia), 
como las longitudes de onda de excitación y emisión. Este fenómeno puede ser utilizado 
para obtener información analítica de las moléculas que conforman el entorno que rodea 
al fluoróforo, lo cual resulta especialmente interesante en el caso de compuestos que no 
presentan fluorescencia por sí mismos, como los que protagonizan este trabajo. Una 
revisión bibliográfica pone de manifiesto la existencia de  dos estrategias de análisis 
diferenciadas, ambas basadas en el anterior fenómeno. La primera se centra en el efecto 
“quenching” (desactivación o apagamiento de la fluorescencia). La segunda es la 
denominada “efecto del disolvente”. 
 
 La estrategia analítica basada en el efecto “quenching” es la alternativa más 
utilizada a día de hoy. Los métodos de análisis que siguen esta filosofía se basan en la 
disminución o apagamiento que experimenta la fluorescencia del fluoróforo, causada 
por interacción del mismo con el analito. Existen varios tipos de interacciones 
fluoróforo-analito: colisionales, formación de excímeros y excíplejos, transferencia de 
energía y transferencia de electrones y de protones. La ecuación de Stern-Volmer y 
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algunas otras derivadas de la misma se centran en la descripción de las anteriores 
interacciones y del fenómeno “quenching” originado por las mismas. Existen diversas 
publicaciones que analizan este fenómeno y las diferentes aplicaciones analíticas del 
mismo [23; 24]. 
 
 El “efecto del disolvente” sobre la fluorescencia también ha sido ampliamente 
estudiado. A diferencia de la molécula desactivante o “quencher”, este efecto está 
originado por interacciones químicas no covalentes que se establecen entre el fluoróforo 
y el disolvente, ya sean específicas (puentes de hidrógeno) o inespecíficas (fuerzas de 
London, dipolo-dipolo, dipolo-dipolo inducido). Existen varios modelos matemáticos 
[25] para explicar este efecto, pero están centrados fundamentalmente en los cambios 
que el mismo produce en las longitudes de onda de los espectros de excitación y 
emisión del fluoróforo, sin justificar las variaciones en la intensidad de emisión del 
mismo (es decir, en su rendimiento cuántico). Las aplicaciones de estos modelos se 
reducen prácticamente al desarrollo de escalas de acidez o polaridad de diferentes 
sustancias, o al estudio de la polaridad de diferentes entornos [26]. 
 
 Existe una serie de trabajos del grupo de investigación en los que se propone la 
utilización del “efecto de disolvente” en el desarrollo de metodologías analíticas. Todos 
ellos están basados en las variaciones que generan ciertos analitos en la intensidad que 
emiten algunos fluoróforos al ser irradiados a determinadas longitudes de onda. Estos 
trabajos conllevan un carácter innovador bastante destacable puesto que, con excepción 
de los mismos, no existen apenas metodologías en las que se proponga la utilización del 
“efecto del disolvente” para la cuantificación de analitos de un modo sistemático. Los 
fluoróforos que protagonizan la mayoría de trabajos del grupo son los cationes coralina 
y berberina, si bien también hay algún estudio en relación a la betaina de Reichardt [27] 
y al fluoróforo zwitterionico squarylium [28]. La Figura 7.23 recoge las estructuras de 
algunos de estos compuestos. 
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Berberina Coralina Squarylium  
 
Figura 7.23. Estructuras de los fluoróforos berberina, coralina y squarylium (X = H, Y = H, R = 
CH3). 
 
 Existe un gran número de compuestos que producen cambios, ya sean aumentos 
o disminuciones, en la fluorescencia de la berberina o de la coralina, que afectan 
solamente a la intensidad de emisión cuando se irradia a las mismas con luz UV [29; 
30]. El grupo de investigación ha profundizado en las interacciones analito – fluoróforo 
que originan estas variaciones,  estudiando las posibilidades que ofrecen las mismas en 
el diseño de sistemas de detección. Dentro de estas interacciones no covalentes, las del 
tipo ión-dipolo producen aumentos en la fluorescencia de fluoróforos iónicos. Por 
ejemplo, para los alcanos, las interacciones dipolares que tienen lugar entre la 
coralina/berberina y la cadena hidrocarbonada polarizable del alcano crean un 
microentorno hidrofóbico alrededor del fluoróforo que lo aísla y protege de procesos de 
desexcitación no radiativos: a mayor longitud de cadena (mayor polarizabilidad), más 
protegido está el fluoróforo y mayor emisión presenta (mayor aumento se produce en su 
fluorescencia). La Figura 7.24, refleja este comportamiento. En ella se ha representado 
el área de los picos originados por diversas masas de tres hidrocarburos de diferente 
longitud, eluidos en una placa de sílica gel impregnada con berberina tras el desarrollo 
cromatográfico. En ella se observa que, para una misma masa aplicada de los tres 
alcanos, el área es mayor para el C28, que presenta la cadena más larga, es decir, el 
incremento que origina en la fluorescencia del catión es mayor que en el caso de los dos 
otros alcanos de cadenas mas cortas. 
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Figura 7.24. Incremento de la fluorescencia del catión berberina en función de la longitud de la 
cadena y de la masa del alcano aplicada. La placa se impregnó con una disolución de 60 mg·L-1 de 
berberina en metanol. λexc = 365 nm, recogida la emisión de la placa a partir de 400 nm. 
  
 Se han desarrollado varias metodologías aplicables a la detección en 
cromatografía. Con respecto a la cromatografía en capa fina de alta eficacia (HPTLC), 
existen trabajos en los que se han empleado placas de sílica gel impregnadas con 
disoluciones de coralina o berberina, siendo posible detectar y cuantificar moléculas que 
no poseen grupos cromóforos, tales como hidrocarburos saturados [29; 31; 32; 33], 
hidrocarburos aromáticos [33; 34], naftenos [33; 35], alcoholes con cadenas alifáticas 
saturadas [31], ácidos grasos, colesterol, ésteres de colesterol [29; 31; 36] y 
esfingolípidos [36]. La variación observada en la emisión de los fluoróforos es 
proporcional a la masa del analito, lo que permite cuantificar con sensibilidades del 
orden de nanogramos. Esta proporcionalidad entre la masa del analito y el incremento 
en la fluorescencia del compuesto queda reflejada en la Figura 7.24 para cada uno de 
los alcanos ensayados. 
 
 Con respecto a la cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC), también hay 
trabajos relacionados con el estudio de las posibilidades de los cationes coralina y 
berberina como sistema de detección para alcanos, alcoholes y polímeros [27; 28]. 
Todos ellos vuelven a estar basados en las modificaciones que producen estos 
compuestos en la emisión de los fluoróforos catiónicos. 
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 El estudio de la contribución de las interacciones no covalentes al incremento de 
la emisión parece indicar que el fenómeno descrito a lo largo de esta sección es general, 
es decir, que tiene lugar para cualquier analito y fluoróforo, tanto en medio líquido 
como sólido, si bien con diferentes grados de intensidad. El grupo de investigación ha 
desarrollado modelos matemáticos que relacionan la concentración del analito con las 
propiedades químicas del mismo, disolvente y fluoróforo [30; 37]. En las últimas 
referencias citadas, la [37] corresponde al modelo desarrollado por Galbán et al. para 
justificar el fenómeno en medio líquido. Además del anterior, se ha elaborado un 
modelo centrado en las interacciones dipolo-dipolo inducido para el fenómeno en medio 
sólido [38]. El fin de estos modelos es proporcionar una base cuantitativa analítica para 
las diferentes metodologías desarrolladas. Se ha hablado antes de los aumentos de 
emisión que producen los hidrocarburos saturados en los fluoróforos antes 
mencionados. En general, compuestos con una importante proporción de cadenas 
hidrocarbonadas van a originar el mismo efecto. En el caso de otros compuestos 
polares, se producirá un descenso o “quenching” de la emisión fluorescente debido a las 
interacciones específicas que establecen con el fluoróforo. Esto se debe al incremento  
de la desexcitación de tipo no radiativa.  
 
7.4.2.2.- Estudio de berberina, coralina y primulina como fluoróforos FDIC 
 
 En estos ensayos, tras el desarrollo cromatográfico, se impregnaron diversas 
placas con las sondas fluorescentes mencionadas siguiendo el procedimiento descrito en 
la sección 7.2.3.5. En las diversas zonas de la placa donde han quedado los analitos tras 
la elución, la emisión de los fluoróforos se modifica, puesto que se producen cambios 
en el entorno de los mismos, tal y como se ha detallado en el apartado anterior. Esto se 
traduce en la aparición de un pico cromatográfico cuando se recoge la emisión 
fluorescente de la placa en el densitómetro. Para comprobar si la detección mejora, uno 
de los objetivos que se pretende alcanzar, las señales obtenidas con las sondas son 
comparadas con las de los registros obtenidos por absorción a 190 nm. 
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a.- Berberina 
 
La Figura 7.25 (pag. 339) muestra los cromatogramas obtenidos cuando, en una 
placa a través de la cual ha eluido una disolución de patrones de esfingolípidos y 
colesterol, se mide la absorción a 190 nm (a) y, después de impregnarla con una 
disolución 60 mg·L-1 de berberina (b), se recoge la fluorescencia de la misma placa. En 
el caso de esta sonda, la placa fue irradiada con luz UV a 365 nm, recogiendo toda la luz 
emitida por la misma a partir de 400 nm. Si prestamos atención a la Figura 7.26, que 
muestra el espectro de absorción de la berberina en sílica, podemos ver que este 
fluoróforo presenta el mayor valor de absorción a 347 nm, sin embargo se utiliza la 
línea más cercana de la lámpara de mercurio del densitómetro, que es la de 365 nm. Por 
otra parte, como el instrumento está equipado con filtros, en lugar de recoger la emisión 
fluorescente a una longitud de onda concreta, se toma toda la luz emitida a partir de la 
longitud de onda seleccionada, 400 nm.  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.26. Espectro de absorción en silica del fluoróforo berberina. 
 
Como se puede observar en los registros que aparecen en la Figura 7.25, cuando 
se utiliza la detección FDIC basada en el catión berberina, el área de los picos 
originados por los distintos lípidos no mejora con respecto a la obtenida al escanear la 
placa a 190 nm antes de su impregnación con la sonda. De hecho, excepto en el caso del 
colesterol, las señales obtenidas por fluorescencia son peores, disminuyendo 
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considerablemente el área de los picos con respecto a los obtenidos por absorción, 
especialmente para Cer, GluCer y LacCer. Esto es debido al aumento que experimenta 
la constante no radiativa, lo que conlleva una disminución en la emisión fluorescente 
[1]. 
 
Se llevó a cabo otro ensayo impregnando la placa con una disolución 10 veces 
más concentrada de berberina (600 mg·L-1) para elevar la cantidad de sonda presente en 
la misma pero no se obtuvieron mejores resultados. 
 
Figura 7.27. Cromatogramas obtenidos para una disolución de esfingosina y esfinganina 
a.) Estructuras de esfingosina y esfinganina 
b.) Detección UV a 190 nm 
c.) Detección por fluorescencia tras impregnar la placa con berberina 
 
 A pesar de las conclusiones expuestas, la utilización de un sistema FDIC basado 
en el catión berberina ofrece la posibilidad de detectar esfinganina, la cual no presenta 
absorción UV. Esta molécula posee una estructura muy similar a la esfingosina; la única 
diferencia entre ambas es un doble enlace, como se puede ver en la Figura 7.27 a. Es 
precisamente ese doble enlace el responsable de que la esfingosina absorba radiación 
UV, característica que no tiene la esfinganina (Figura 7.27 b). Así, la visualización 
basada en los cambios de fluorescencia de la berberina, permite detectar ambas (Figura 
7.27 c). 
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Figura 7.25. Cromatogramas obtenidos para una misma placa utilizando sistemas de detección 
basados en la absorción de los analitos a 190 nm y FDIC con el catión berberina. Se aplicaron sobre la 
placa 10 μg de cada uno de los patrones, con excepción del Gb3, del cual se aplican 2 μg. a.) Absorción 
de la placa a 190 nm. b.) Intensidad de fluorescencia de la placa tras ser impregnada con una disolución 
de berberina. λexc = 365 nm, se recoge la emisión de la placa a partir de 400 nm. En ambos registros, los 
cromatogramas en negro corresponden a calles en las que no se ha realizado ninguna adición, es decir, 
blancos de elución. 
  
 b.- Coralina 
 
El segundo fluoróforo empleado en FDIC como alternativa a la insuficiente 
detección por absorción UV fue la coralina. En este caso se escaneo la placa excitando a 
313 nm, longitud de onda correspondiente a la línea de la lámpara de mercurio más 
cercana al primer máximo de absorción del compuesto, el cual aparece, como se puede 
observar en la Figura 7.28, a 311 nm. Al igual que con la berberina, se recogió la 
emisión a partir de 400 nm.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.28. Espectro de absorción en silica del fluoróforo berberina 
 
El cromatograma obtenido, recogido en la Figura 7.29, muestra señales que 
tampoco mejoran con respecto a las que se originan por absorción a 190 nm (b). En 
realidad, los picos producidos por Gb3 y GluCer empeoran de un modo considerable. 
Además, la línea base de la placa impregnada con coralina es pésima, con una zona de 
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“quenching” o desactivación de la fluorescencia entre 55 y 60 nm que impide ver el 
pico originado por LacCer. Como se explicó en la referencia [31], la estructura 
aromática de la coralina produce mas interacciones específicas con grupos polares que 
la berberina, originando aumentos en la constante no radiativa y desactivación en la 
fluorescencia.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.29. Cromatogramas obtenidos para una misma placa utilizando sistemas de detección 
basados en la absorción de los analitos a 190 nm y FDIC con el catión coralina. Se aplicó 1 μg de cada 
uno de los patrones sobre la placa, con excepción del Gb3, del cual se aplican 3 μg. a.) Intensidad de 
fluorescencia de la placa tras ser impregnada con una disolución 60 mg·L-1 de coralina. λexc = 313 nm, 
se recoge la emisión de la placa a partir de 400 nm. b.) (PÁGINA SIGUIENTE) Absorción de la placa a 
190 nm. En ambos registros, los cromatogramas en negro corresponden a calles en las que no se ha 
realizado ninguna adición (línea base de la placa). 
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 c.- Primulina 
 
 Como se verá más adelante, este fue el fluoróforo seleccionado en la hifenación 
AMD-HPTLC-MS. Sus carácterísticas y los resultados obtenidos con el mismo se 
describen a lo largo de las secciones 7.6.1 y 7.6.2. 
 
7.4.3.- Detección basada en la oxidación de los lípidos con cobre  
 
Como se acaba de mencionar, aunque finalmente se decidió utilizar un sistema 
de detección FDIC basado en la primulina para la hifenación, también se estudió un 
método de detección que se apoyaba en la modificación química de los analitos. Se 
escogió un sistema basado en el proceso redox que tiene lugar cuando se impregna la 
misma con una disolución de CuSO4 y H3PO4, en el cual los lípidos se oxidan y el 
Cu(II) se reduce a Cu(I). Tras esta reacción, se recoge la absorción de la placa a 620 nm. 
Al igual que en la sección anterior, siempre se muestran las señales obtenidas mediante 
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este sistema en comparación con las recogidas por absorción en el UV, para evaluar si 
se mejora la señal. 
 
 La Figura 7.30 muestra los cromatogramas obtenidos al visualizar una misma 
placa por absorción a 190 (a) y 620 nm tras la derivatización presentada en el párrafo 
anterior (b). En la placa se había inyectado y eluido una disolución de los patrones de 
SM, GluCer, esfingosina, Gb3 y LacCer en diclorometano/metanol 1:1, de tal manera 
que la masa aplicada de cada uno de ellos era de 1,5 μg. En ambos cromatogramas 
aparece también el registro originado por una calle en la que no se había aplicado 
ningún esfingolípido (línea negra). En este caso, todos los picos ocasionados por los 
lípidos mejoraron. Esto queda reflejado en la Figura 7.31, que recoge una comparación 
de las áreas calculadas por ambos métodos, donde se puede comprobar como, cuando la 
placa se revela con CuSO4/H3PO4 y se detecta por absorción a 620 nm, el área de los 
picos originados por todos los analitos estudiados es, aproximadamente, 3 veces mayor 
que el área de los mismos cuando el procedimiento de detección está basado en la 
absorción a 190 nm.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.31. Áreas obtenidas al integrar los picos originados por una disolución de patrones de 
esfingolípidos cuando se visualiza la placa por absorción, antes y después de revelarla con CuSO4, a 190 
y 620 nm, respectivamente. 
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Figura 7.30. Cromatogramas obtenidos para una misma placa antes y después de revelarla con 
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CuSO4/H3PO4. a.) Absorción de la placa a 190 nm. b.) Absorción de la placa a 620 nm, tras ser revelada. 
En ambos registros, los cromatogramas en negro corresponden a calles en las que no se ha realizado 
ninguna adición (línea base de la placa) 
 
7.5.- ESTUDIO DE MUESTRAS HUMANAS DE PLASMA Y ORINA. 
RESULTADOS RELATIVOS AL DESARROLLO CROMATOGRÁFICO AMD  
 
 En la siguiente sección se aplica toda la metodología desarrollada y descrita a lo 
largo de este capítulo al análisis de esfingolípidos en muestras de plasma y orina 
humanas. Si bien hay trabajos en los que se aborda el análisis de lípidos y esfingolípidos 
en diferentes tejidos, tales como los procedentes de válvulas cardíacas [39], humor 
vítreo [40], hígado, cerebro, bazo [41] y piel (stratum corneum) [5; 8; 9], en esta tesis se 
van a ensayar principalmente dos fluidos biológicos, plasma y orina. Se han 
seleccionado estos tipos de muestra por el potencial de los mismos en un análisis de 
rutina: para estudiar la evolución de la enfermedad en un paciente, la realización 
periódica de biopsias para obtener los tejidos mencionados con anterioridad empeoraría 
significativamente la calidad de vida del mismo; la extracción de sangre y orina es 
notablemente menos invasiva y mas recomendable para el paciente.  
 
 Llegados a este punto del trabajo, conviente tratar ciertos aspectos referentes al 
tratamiento de muestra y a la modificación de la secuencia de elución para eliminar en 
lo posible las interferencias originadas por la matriz de la misma. 
 
 7.5.1.- Tratamiento de muestra 
 
Partiendo de una extracción con un disolvente orgánico para aislar los lípidos 
presentes en la muestra, teniendo en cuenta que, tal y como ya se ha expuesto, la 
concentración de los analitos en muestras biológicas es muy baja (en especial la de los 
glucolípidos), para maximizar la cantidad de éstos en los extractos aplicados en la placa 
y retirar la mayor cantidad de otros compuestos que pudiesen ser interferencias, se 
diseñó un tratamiento de muestra [4; 40] basado en:  
 
1.- Eliminar la totalidad del disolvente orgánico empleado en la extracción 
(cloroformo/metanol 1:1), para resuspender el residuo obtenido al final del proceso con 
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la cantidad de disolvente (diclorometano/metanol 1:1) deseada, nunca superior al 
volumen inicial de muestra. El objetivo de todo esto es evitar en la medida de lo posible 
la dilución de la misma en el proceso de extracción  
 
2.- Añadir una etapa de hidrólisis básica antes de separar las dos fases. Con la 
extracción, como mínimo pasará a la fase orgánica la gran mayoría de familias de 
lípidos presentes en la muestra, lo que va a generar una matriz muy compleja. Además, 
la preconcentración de los extractos obtenidos para luego reconstituirlos en el mismo 
volumen de muestra tomado inicialmente puede agravar significativamente el problema 
de interferencias originado por la matriz, puesto que los compuestos responsables de las 
mismas también se preconcentran. Así, con la hidrólisis básica, se pretendía reducir la 
presencia de triglicéridos y glicerofosfolípidos tales como fosfatidilcolina, 
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol y fosfatidilglicerol en la matriz, 
puesto que, en medio básico, estas sustancias experimentan una reacción de 
saponificación (Figura 7.32), dando lugar a sales derivadas del catión de la base 
empleada y los ácidos grasos que forman parte de la estructura del lípido. Estas sales 
pasan a la fase acuosa durante el proceso de extracción, por lo que se eliminan de la 
orgánica, en la que se encuentran los esfingolípidos objeto del análisis, suprimiendo 
posibles fuentes de interferencia en el proceso cromatográfico. 
 
Para evaluar la eficacia y rendimiento del tratamiento y verificar si hay algún 
tipo de degradación en los patrones en el transcurso del mismo, se llevó a cabo un 
ensayo en el cual se adicionaba la misma masa de tres de los patrones de esfingolípidos, 
Cer, GluCer y LacCer a: 
 
 A.- una fracción de 250 μL de plasma humano antes de someterla al tratamiento 
de muestra descrito 
 
B.- una fracción de 250 μL de plasma humano después de someterla al mismo 
tratamiento de muestra 
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Figura 7.32. Esquema de la reacción de saponificación de triglicéridos y glicerofosfolípidos. 
 
 Las dos muestras se reconstituyeron en 250 μL de cloroformo/metanol 1:1 y se 
aplicaron en la placa volúmenes iguales de ambas. El desarrollo cromatográfico se llevó 
a cabo siguiendo el gradiente binario diclorometano/metanol. Tras visualizar las placas 
por densitometría con detección UV a 190 nm, lo primero que hay que destacar es que 
todos los picos originados por los patrones se observaron perfectamente en el registro 
obtenido para la muestra en la que se le adicionaron antes del tratamiento (fracción A), 
lo que parece indicar que los esfingolípidos no se degradan durante el mismo. Mas 
adelante, se expondrán espectros de masas que apoyan esta afirmación. Por otra parte, 
se calcularon y compararon las áreas obtenidas en A y B para los diferentes patrones. 
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Los resultados obtenidos constataron que los porcentajes de masa perdidos en los 
procesos de extracción e hidrólisis eran 14, 36 y 43, para los patrones de Cer, GluCer y 
LacCer, respectivamente. Al igual que la gran mayoría de autores que realizan 
tratamientos de muestra similares como parte de sus metodologías para determinar 
esfingolípidos, dada la amplia extensión de los objetivos propuestos en este trabajo, no 
se ha profundizado en el estudio del tratamiento. No obstante, conviene dejar bien claro 
y tener presentes las limitaciones del mismo, aspectos que no se tratan en la bibliografía 
consultada. 
 
7.5.2.- La etapa final de lavado en el gradiente binario diclorometano/metanol 1:1 
 
Cuando se expuso en la sección 7.3.3 la última evolución del gradiente binario, 
se mencionó una última etapa de lavado final con diclorometano/metanol 9:1. En 
realidad, esta composición responde al deseo de eliminar en lo posible compuestos de la 
matriz que generan una importante señal en el cromatograma. Para justificar y entender 
esta etapa extra de limpieza, conviene remarcar que, según las estimaciones teóricas de 
niveles de esfingolípidos en plasma y orina humanas, el incremento en la sensibilidad 
que se consigue con la detección mediante CuSO4/H3PO4 no es suficiente, por lo que se 
tomó la decisión de aumentar el volumen aplicado de las mismas en placa. De este 
modo se eleva la masa de los distintos analitos, pero también la de compuestos de la 
matriz que son potenciales interferencias, a pesar de haber eliminado de la misma una 
cantidad importante con la extracción e hidrólisis.  
 
En algunos casos se llegaron a aplicar hasta 300 μL de los extractos 
reconstituidos de muestra. Un aspecto importante es que, tras todo el tratamiento, se 
deben reconstituir las muestras en diclorometano/metanol y no en cloroformo/metanol, 
ya que el cloroformo parece degradar la sílica de la placa cuando se aplican volúmenes 
elevados de muestras resuspendidas con este disolvente, llegando incluso a dejar el 
vidrio de la placa al descubierto. Este problema se solventó sustituyendo este disolvente 
por diclorometano, el cual solubiliza los esfingolípidos de un modo similar cuando se 
utilizan mezclas 1:1 del mismo con metanol y no daña el recubrimiento de la placa.  
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Figura 7.33. Evolución del cromatograma originado por una muestra de plasma humano y una 
disolución de patrones de esfingolípidos cuando se aplica una etapa adicional de lavado y se modifica el 
método empleado para visualizar la placa. I y II: cromatogramas de la muestra y patrones, obtenidos por 
absorción a 190 nm, tras aplicar el gradiente de elución de la Tabla 7.2. III y IV: cromatogramas de la 
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muestra y patrones, obtenidos por absorción a 190 nm tras efectuar un lavado adicional de la placa con 
diclorometano/metanol 9:1 después de la elución. V y VI: cromatogramas obtenidos por absorción a 620 
nm para la muestra y los patrones, tras revelar la placa con CuSO4/H3PO4 después de realizar la elución 
y el lavado final.  
Identificación de las señales originadas por los patrones: a.- SM; b.- esfingosina; c.- Gb3; d.- LacCer; 
e.- GluCer; f.- Cer. 
 
 La Figura 7.33 muestra varios cromatogramas obtenidos al aplicar el gradiente 
binario diclorometano/metanol más extenso de los dos desarrollados (Tabla 7.2) sobre 
una placa en la que se inyectaron 100 μL de los extractos reconstituidos procedentes de 
un plasma humano sometido a todo el tratamiento descrito en la sección anterior, 
además de una disolución de patrones de esfingolípidos. La gráfica I corresponde al 
cromatograma originado por la muestra cuando se visualiza la placa por absorción a 190 
nm. Es este registro precisamente el que pone de manifiesto el problema de 
interferencias generado al aumentar el volumen de inyección, ya que existe una zona 
entre 65 y 80 mm donde hay una gran señal de fondo originada por la matriz. La etapa 
de lavado consiste en arrastrar hasta el final de la placa (en el caso del gradiente 
extenso) todos los compuestos de la matriz que se sitúan en esa zona. Para ello, se 
utiliza la composición de la etapa que alcanza la posición en la que aparece la señal de 
la matriz, es decir, diclorometano/metanol 9:1. Como las interferencias se arrastran 
hasta el final de la placa, no se observan en la gráfica III, que muestra los resultados 
después de aplicar la etapa de lavado. Se puede observar como consigue eliminar la 
mayor parte de las sustancias responsables de la señal interferente: el cromatograma se 
limpia satisfactoriamente, sobre todo en la zona en la que la señal originada por la 
matriz es mayor. 
 
Tras el desarrollo cromatográfico y la etapa extra de lavado, la placa en la que se 
aplicó la muestra de plasma también fue visualizada mediante la oxidación de la misma 
con CuSO4/H3PO4 (gráfico V). Si comparamos los gráficos III y V de la Figura 7.33 
podemos darnos cuenta de las ventajas que aporta la detección por absorción a 620 nm 
desde el punto de vista de las interferencias: permite reducir mucho más la señal 
producida por la matriz además de incrementar la señal originada por los esfingolípidos 
(hay que remarcar la diferencia de escala en el eje de ordenadas de las figuras). La 
disminución de la señal de la matriz responde a la ausencia de procesos redox entre ésta 
y el catión Cu2+. En cualquier caso, este último fenómeno, combinado con el aumento 
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de sensibilidad que ofrece este sistema de detección para los esfingolípidos, proporciona 
cromatogramas lo suficientemente libres de interferencias como para poder ver los picos 
producidos por los analitos.  
 
Tras el análisis del efecto positivo de la etapa final de limpieza en las muestras, 
es necesario conocer el que tiene sobre los esfingolípidos objeto del análisis. Los 
gráficos II, IV y VI de la Figura 7.33 muestran el efecto del lavado sobre los patrones, 
que fueron aplicados en una calle de la misma placa utilizada para la muestra. Como se 
puede ver, en el lavado con diclorometano/metanol 9:1, el único pico que se pierde es el 
de Cer, la cual se desplaza al final de la placa junto con la matriz, manteniendo los 
demás picos una forma y separación adecuadas. Así pues, en nuestro caso desaparece la 
posibilidad de analizar Cer, lo cual no es demasiado importante puesto que no es uno de 
los analitos diana de nuestra investigación.  
 
Conviene remarcar que en el caso del gradiente diclorometano/metanol 
optimizado (Tabla 7.3), en la etapa de limpieza el disolvente no recorre la totalidad de 
la placa, lo cual reduce el tiempo de análisis puesto que son las últimas etapas las que 
consumen más tiempo. 
 
 Dejando a un lado todo el análisis realizado sobre los cromatogramas, los efectos 
positivos del lavado se pueden apreciar incluso echando un simple vistazo a una placa 
no revelada antes y después de la etapa de limpieza, tal y como se percibe en la Figura 
7.34. En esta última, se ve como la gran mancha generada por la matriz de una muestra 
de plasma, se desplaza hasta el borde de la placa. 
 
 Por último, merece la pena destacar que en el caso de muestras de orina 
humanas, el otro tipo de muestras ensayadas, la etapa de limpieza propuesta es igual de 
efectiva que con plasma humano, tal y como queda reflejado en la Figura 7.35, en la 
cual se han representado los cromatogramas obtenidos por absorción a 190 nm de la 
misma muestra de orina antes (señal roja) y después de realizar la etapa final de lavado 
(señal azul) tras llevar a cabo el desarrollo cromatográfico. Al igual que con las 
muestras de plasma, el revelado de las placas con CuSO4/H3PO4 también contribuye a 
eliminar gran parte de la señal de fondo originada por la matriz tras la etapa de limpieza. 
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Figura 7.34. Efecto de la etapa de lavado en la posición de los picos originados por la matriz. I y II: 
placa visualizada por absorción a 190 nm antes y después de que la mezcla diclorometano/metanol 9:1 
recorra la totalidad de la misma en la etapa de lavado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.35. Influencia de la etapa de lavado en una muestra de orina.  
Rojo: cromatograma de una muestra de orina eluida con el gradiente de la Tabla 7.2. Azul: 
cromatograma de la misma muestra tras realizar una etapa adicional de lavado con 
diclorometano/metanol  9:1. En ambos registros se ha medido la absorción de la placa a 190 nm. 
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7.5.3.- Muestras de plasma humano 
 
Esta parte del trabajo se centra en el estudio de los cromatogramas obtenidos al 
aplicar y eluir muestras de plasma siguiendo la metodología que ha sido descrita a lo 
largo de la tesis, basada en: 
 
a.) la utilización del AMD con el gradiente expuesto en la Tabla 7.2, compuesto 
por mezclas de diferente composición de diclorometano/metanol 
b.) un tratamiento de muestra que incluye una etapa de extracción con 
cloroformo/metanol, otra de hidrólisis básica y la redisolución de los 
extractos en diclorometano/metanol 1:1 
c.) la aplicación de volúmenes elevados de muestra para alcanzar la masa 
mínima detectable  
d.) una etapa extra de limpieza realizada con diclorometano/metanol 9:1  
e.) un sistema de detección basado en el revelado de las placas con 
CuSO4/H3PO4 para su posterior visualización por absorción a 620 nm  
  
 El objetivo fundamental es analizar las diferentes zonas de los cromatogramas 
originados por las muestras, para evaluar si todo el aparato metodológico desarrollado 
hasta ahora permite visualizar en la placa picos que se puedan asociar a ciertos 
esfingolípidos en los que se ha centrado el estudio, fundamentalmente SM, Gb3, GluCer 
y LacCer. El criterio a través del cual se va a relacionar la identidad de los diferentes 
picos observados en las muestras está basado en su posición relativa con respecto a la de 
los de los patrones comerciales y en el incremento de área que experimentan las 
muestras dopadas con los mismos. Puesto que, como se expondrá más adelante, se va a 
acoplar la cromatografía en capa fina con la espectrometría de masas, es absolutamente 
necesario localizar en la placa las posiciones de los picos presuntamente originados por 
los diferentes lípidos para extraer la zona adecuada de la misma, que es la que se 
introducirá en el espectrómetro de masas. Es evidente que no tienen ningún sentido dar 
el siguiente paso e hifenar las técnicas de cromatografía en capa fina y espectrometría 
de masas, con todo el estudio, puesta a punto y optimización que conlleva, si no hay 
picos en los cromatogramas de las muestras que puedan relacionarse razonablemente 
con los analitos que se están estudiando.  
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 Independientemente de si se pretende afrontar una cuantificación por 
densitometría o por espectrometría de masas, es absolutamente necesario identificar los 
picos con esta última técnica, que es la que proporciona la certeza absoluta de que las 
señales generadas por las muestras realmente están producidas por los esfingolípidos a 
los que se asocian según los criterios ya citados.  
 
 Se estudiaron tres muestras de plasma procedentes de distintos individuos 
(denominadas “muestra 1”, “muestra 2” y “muestra 3”). A partir de ellas, se prepararon 
otras tres muestras dopadas, tras el tratamiento, con los patrones comerciales de SM, 
LacCer, Gb3 y GluCer (llamadas “muestra 4”, “muestra 5” y “muestra 6”, 
respectivamente). La Tabla 7.5 muestra una relación de la masa de esfingolípidos 
adicionada en las muestras dopadas, los volúmenes aplicados en la placa y la 
denominación de cada una de ellas.  
  
 La Figura 7.36 recoge los cromatogramas de las muestras investigadas. El 
registro I corresponde a la inyección de 100 μL de las muestras 1 y 4, el II a la 
aplicación de 300 μL de las muestras 2 y 5 y el registro III a la inyección de 300 μL de 
las muestras 3 y 6. Para la preparación de las muestras dopadas, los extractos fueron 
reconstituidos con una disolución de SM, Gb3, LacCer y GluCer en 
diclorometano/metanol 1:1, en lugar de únicamente con el disolvente, tal y como se 
hace en las muestras no dopadas. También se aplicó una disolución de los anteriores 
patrones a cada placa (registros verdes). Todas las muestras no dopadas aparecen en 
color azul en la figura. Los registros rojos corresponden a las muestras que si lo están.  
 
   Masa de patron aplicada al dopar 
la muestra, μg 
Registro, 
denominación 
Muestra de 
plasma que se 
dopa 
Volumen  
aplicado, 
μL 
SM GluCer LacCer Gb3 
I, “muestra 4” “muestra 1” 100 1,78 1,70 1,45 1,51 
II, “muestra 5” “muestra 2” 300 6,52 6,22 5,80 5,55 
III, “muestra 6” “muestra 3” 300 6,28 6,00 5,59 5,36 
 
Tabla 7.5. Masa de los patrones adicionada a las muestras dopadas. 
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Como se puede observar en la Figura 7.36 (pag. 357) cada registro se ha 
dividido en 4 zonas, según el patrón al que se asocian el pico o los picos que contiene: 
  
zona A: zona de SM 
zona B: zona del Gb3 
zona C: zona de LacCer 
zona D: zona de GluCer 
 
Si comparamos las señales debidas a un mismo patrón en cada uno de los 
registros se observa que hay diferencias de posición entre ellas, sobre todo en los 
máximos de los picos de GluCer (78 mm en I y 73 mm en II y III). Creemos que la 
causa por la cual se da esta irreproducibilidad reside en la etapa final de lavado y en el 
modo en que se realiza, ya que en estos experimentos se aplica el gradiente extenso, por 
lo que el disolvente de la etapa de limpieza recorre la totalidad de la placa. Por ello, a la 
hora de analizar los registros para averiguar si los picos que aparecen en las muestras se 
pueden relacionar con los esfingolípidos objeto de estudio, las señales obtenidas se 
comparan siempre con las de los patrones eluidos en la misma placa. 
 
Comenzando por la zona A de los registros, se observa un pico muy grande, 
cuyo máximo está cercano al del patrón de SM pero algo desplazado. La señal parece 
estar compuesta por dos picos solapados entre sí, lo cual se percibe mucho mejor en el 
registro I. En este caso, atendiendo a su proximidad con el patrón, parecen ser debidos a 
la SM. Debido a la elevada concentración de SM prevista en plasma (ya se ha 
comentado en la sección 7.4.1) y al elevado volumen de muestra aplicado, se ha 
considerado que el pico se desdobla por una saturación de la  fase estacionaria de la 
placa. El dopaje de la muestra no aporta información útil para la identificación del pico 
porque, debido a la elevada concentración de esfingomielina en plasma, al comparar la 
señal del compuesto de la muestra dopada y la que no lo está, no se perciben 
modificaciones en su área.  
 
 La zona B se corresponde con el patrón de Gb3. En los tres registros se observa 
una banda en esa zona, si bien aparece desplazada hacia la izquierda respecto al patrón, 
tal y como sucede con el pico de la zona A y el del patrón de SM. Las señales son 
anchas y en algunos casos dobles (I y II) pero, cómo se puede apreciar en todos los 
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registros, cuando las muestras se dopan con el patrón, en vez de aparecer un nuevo pico 
en la misma posición del Gb3, aumenta el área del originado por la muestra, lo que 
parece indicar que el pico que se observa en esta zona en las muestras puede estar 
originado por Gb3.  
 
En la zona C ocurre lo mismo en los tres registros, aparece una banda cercana al 
pico de LacCer pero desplazada hacia la izquierda. Como sucede en la zona B, también 
aumenta su area en la muestra dopada, lo que lleva a pensar que puede ser debido al 
glucolípido LacCer. 
 
La zona D de los registros es algo más compleja, puesto que la señal obtenida en 
todos los casos parece ser una superposición de varios picos. La señal del registro I está 
compuesta por, al menos, 4 picos solapados entre sí, cuyos máximos aparecen a 66, 70, 
75 y 79 mm. En este primer registro, si comparamos la muestra dopada con la que no lo 
está, la señal se incrementa sobre todo en el pico con máximo a 75 mm, lo que parece 
indicar que ese pico puede estar originado por GluCer presente en la muestra. En el caso 
del registro II, el incremento de área se produce sobre todo en la parte de la señal que 
tiene máximo a 71 mm. Para el registro III, el área aumenta en la zona que va desde 69 
hasta 71 mm. Al igual que para el registro I, los incrementos observados en los gráficos 
II y III señalan la zona de la señal relacionada con el patrón de GluCer.  
 
Tras estudiar todos los registros, hay una observación importante que se puede 
hacer: los esfingolípidos parecen eluir de un modo distinto a través de la placa en 
presencia de la matriz de la muestra. Por eso en la identificación de los picos es tan 
importante la comparación del cromatograma de la muestra cuando no está dopada con 
el de la misma cuando si lo está. Además, si comparamos las posiciones de los máximos 
en los registros I y II ó I y III, podemos observar que, sobre todo en el caso de los tres 
glucolípidos, el desplazamiento entre los picos de la disolución de patrones y la muestra 
dopada es mucho menor en I que en II y III. La razón propuesta para explicar este 
fenómeno reside en la cantidad de matriz presente en la placa tras la adición, ya que en 
el registro I el volumen de muestra inyectado es un tercio del que se aplica en los 
registros II y III. Al disminuir la masa de matriz, parece lógico pensar que también lo 
hagan las diferencias entre máximos. 
 
                                           PUESTA A PUNTO DE UNA TÉCNICA HIFENADA BASADA EN HPTLC 
 
 357
Distancia de migración, mm 
A
bs
 6
20
  A
U
 
I 
A         B              C                  D 
II 
A      B           C                  D 
Distancia de migración, mm 
A
bs
 6
20
  A
U
 
  
 
 
   
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Determinación de compuestos de interés clínico en muestras biológicas  
358 
Distancia de migración, mm
A
bs
 6
20
  A
U
 
III 
A         B              C                  D 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.36. Cromatogramas obtenidos para diversas muestras de plasma humano en placas 
reveladas con CuSO4/H3PO4.  
 
7.5.4.- Muestras de orina humana 
 
Para estudiar la evolución de las enfermedades de depósito lisosomal a través del 
análisis de los niveles de esfingolípidos en diferentes tejidos, las muestras de orina 
ofrecen, desde el punto de vista de la calidad de vida del paciente que las sufre, una 
clara ventaja con respecto a las de plasma humano, puesto que en su obtención no se 
utiliza ningún método invasivo, evitando la necesidad de realizar constantes 
extracciones de sangre al individuo. Además, la cantidad de orina que se puede obtener 
es, obviamente, mayor que la de plasma, lo cual puede resultar interesante si se pretende 
preconcentrar la muestra en caso de tener bajos niveles de los analitos en el plasma.  
 
La metodología aplicada para este tipo de muestras fue la misma que se utilizó 
con las de plasma (incluso en el tratamiento de muestra). Al igual que con las muestras 
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de plasma, se inyectaron volúmenes elevados de los extractos reconstituidos de orina 
debido a los bajos niveles de esfingolípidos presentes en la misma [15; 21; 22; 42]. 
 
La Figura 7.37 (pag 361) recoge los cromatogramas originados por diversas 
muestras de orina procedentes de un individuo sano (I) y varios pacientes con la 
enfermedad de Fabry (II, III y IV). Teniendo en cuenta el fallo enzimático asociado a 
esta última enfermedad, los niveles de Gb3 deberían ser mayores en las muestras de los 
pacientes aquejados de la misma. En cada gráfica, además de los registros de las 
muestras (señales azules), aparecen los originados por una disolución de los patrones 
comerciales de SM, GluCer, LacCer y Gb3 (señales verdes) y por las muestras dopadas 
con los patrones (señales rojas). Son estos últimos los que parecen más interesantes a la 
hora de relacionar los picos de las muestras con los de los patrones, ya que la matriz 
parece retrasar la posición de los mismos, al igual que sucedía al trabajar con plasma 
humano. Este fenómeno se observa perfectamente en la gráfica II donde, al comparar el 
cromatograma de la muestra dopada y de la disolución de patrones, se ve una diferencia 
clara en los máximos de los picos de SM, compuesto ideal para mostrar este fenómeno 
puesto que no parece estar presente en cantidades detectables en la orina, ya que en la 
zona donde aparece no se ve ninguna señal en el cromatograma de la muestra. 
 
La Tabla 7.6 está vinculada con la Figura 7.37 y recoge información 
relacionada con el volumen de muestra aplicado sobre las placas, la procedencia de las 
mismas y la cantidad de los diferentes patrones empleada para doparlas. Atendiendo al 
registro I, correspondiente al individuo sano, en el cromatograma de la muestra no 
dopada se aprecia un pequeño pico en torno a 45 mm y dos picos solapados en la zona 
comprendida entre 60 y 75 mm. Teniendo en cuenta la variación en la posición de los 
picos observada en presencia de la matriz y el incremento de área que se produce al 
dopar la muestra con los distintos patrones, el pico que menos se desplaza de los tres 
citados puede relacionarse con el glucolípido Gb3, puesto que su máximo se sitúa 
cercano al del patrón comercial de este compuesto, además de observarse un aumento 
de área en la zona de este patrón para la muestra dopada. Esto mismo sucede con el pico 
que más ha eluido a lo largo de la placa que, a pesar de estar solapado, experimenta un 
incremento en su área en la muestra dopada justamente en la zona correspondiente al 
patrón de GluCer, por lo que puede relacionarse con este lípido. 
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En los cromatogramas de las muestras que aparecen en los gráficos II y IV se 
observa un pico bastante ancho en la zona comprendida entre 30 y 50 mm. Según los 
criterios ya comentados, puede relacionarse con el Gb3. Teniendo en cuenta que el 
volumen aplicado es el mismo en todas las muestras, hay que destacar el incremento de 
área que se observa en el pico asociado a este compuesto en las muestras no dopadas de 
los pacientes de Fabry con respecto a la del individuo sano (gráfico I). Este aumento 
respalda la relación establecida entre este pico y el del patrón de Gb3, ya que es lógico 
que la concentración de este lípido en personas aquejadas de la enfermedad de depósito 
lisosomal sea mayor (la concentración de Gb3 en pacientes de Fabry se presume mayor 
que en un individuo sano). 
 
Volviendo al pico relacionado con GluCer, en las muestras procedentes de 
enfermos de Fabry también se observan señales que se pueden asociar a este compuesto 
puesto que, en sus respectivas muestras dopadas, el área de estas aumenta en la zona 
correspondiente al patrón del glucolípido. Esto se observa especialmente en las gráficas 
III y IV donde, como sucedía en la muestra del individuo sano, el pico asociado a este 
patrón está solapado con otro, cuyo área no parece modificarse en la muestra dopada. 
Esto último se aprecia mejor en el registro III donde, como en la figura I, la masa 
aplicada de GluCer era mucho menor en el dopaje de la muestra, permitiendo 
diferenciar de un modo más claro la componente de la señal que experimenta el 
incremento de área. 
   Masa de patron aplicada al dopar 
la muestra, μg 
Registro Procedencia del 
plasma 
Volumen  
aplicado, μL 
SM GluCer LacCer Gb3 
I Individuo sano 300 - 
 
3,36 2,88 
 
3,00 
II Paciente con la 
enfermedad de 
Fabry 
300 2,93 2,80 - 7,33 
III Paciente con la 
enfermedad de 
Fabry 
300 3,52 3,36 - 3,00 
IV Paciente con la 
enfermedad de 
Fabry 
300 - 7,00 - 9,00 
 
Tabla 7.6. Relación de muestras de orina estudiadas y masas de los patrones adicionadas a las mismas 
en el dopaje. 
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Figura 7.37. Cromatogramas obtenidos para las muestras de orina en placas reveladas con 
CuSO4/H3PO4. En todos los registros, los cromatogramas azules corresponden a muestras sin dopar. Los 
que aparecen en rojo están generados por muestras dopadas. Por último, los cromatogramas verdes 
corresponden a una disolución de patrones de SM (a), esfingosina (b), Gb3 (c), LacCer (d) y GluCer (e) 
en diclorometano/metanol 1:1.  
 
7.6.- HIFENACIÓN EN LÍNEA AMD-FDIC-MS 
 
 El objetivo de esta sección es el desarrollo de una técnica hifenada, es decir, 
basada en varias etapas de separación y detección consecutivas, realizadas de manera 
automatizada en modo on-line, directamente desde la placa HPTLC. La técnica consta 
de 1.) la separación AMD optimizada (ver apartado 7.3.3) 2.) una detección con 
propósitos cualitativos y cuantitativos basada en FDIC 3.) el acoplamiento directo desde 
la misma placa de los picos correspondientes a los esfingolípidos separados con un 
sistema de espectrometría de masas con ionización a presión atmosférica (API-MS) que 
se realiza a través de una interfaz TLC-MS (el funcionamiento de la misma queda 
recogido en la sección 7.2.3.6).  
 
 Cada etapa de la técnica es susceptible de ser puesta a punto y optimizada 
aisladamente, pero deben concertarse también conjuntamente en funcion del 
biomarcador o biomarcadores objeto de estudio. Este trabajo está centrado en los 
esfingolípidos neutros SM, GluCer, LacCer y Gb3, pero hay que tener presente el 
siguiente concepto: por ser general, la técnica puede ser aplicada a cualquier analito de 
la lipidómica. 
  
 A lo largo del apartado 7.5 se ha puesto de manifiesto la presencia, en los 
cromatogramas originados por plasma y orina, de ciertos picos que pueden relacionarse 
con los patrones de esfingolípidos. No obstante, es necesario identificarlos para asegurar 
la procedencia de los mismos. Para este propósito, se propone aplicar la técnica 
hifenada a las muestras. La espectrometría de masas puede confirmar la identidad de 
cada uno de los compuestos separados. 
 
 Las técnicas de masas utilizadas son las basadas en los sistemas de ionización 
por electrospray (ESI-MS) e ionización química a presión atmosférica (APCI-MS). 
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Como parte del desarrollo del sistema hifenado se comprobará la compatibilidad de la 
primulina (fluoróforo finalmente seleccionado en FDIC, ver apartado 7.6.1) con el 
sistema de espectrometría de masas. 
  
 Merece la pena matizar que, como se va a ver en el apartado 7.6.4.4, no 
solamente se va a explorar el potencial del sistema hifenado considerando las 
posibilidades de la espectrometría de masas desde un punto de vista cualitativo, también 
se evaluará la viabilidad de utilizar la espectrometría de masas del sistema hifenado con 
fines cuantitativos, en concreto para el analito SM. Tal y como se mostrará algo más 
adelante, si bien en algunos analitos es posible la determinación por FDIC, los bajos 
niveles de la mayoría de glucoesfingolípidos en tejidos humanos hacen interesante 
considerar la cuantificación de los mismos por MS. 
 
 La interfaz TLC-MS comercializada por Camag permite extraer de un modo 
altamente reproducible y cuantitativo cada uno de los picos originados por los analitos 
tras la elución de una muestra en una placa TLC, de tal modo que posibilita su 
introducción en un sistema de espectrometría de masas [43]. Las intensidades de las 
señales procedentes de analitos eluidos por HPTLC son similares a las obtenidas por 
HPLC-MS, lo que es un indicativo de la elevada cuantitatividad del proceso de 
extracción, aspecto ya mencionado algo más arriba. Esto es debido a que el pistón de la 
interfaz TLC-MS consigue retirar la totalidad del compuesto presente en el pico, no se 
limita únicamente al contenido en la zona superficial de la placa, como pasa en otras 
técnicas de desorción tales como MALDI que, por otra parte, requiere el uso de un 
patrón interno para poder ser empleada con fines cuantitativos, debido al elevado 
número de factores (relación entre la matriz y analito, tipo de matriz, técnica de 
aplicación de la misma, posición del láser, número de disparos del mismo…) que 
influyen en ultima instancia en la intensidad de las señales obtenidas por MS. La 
elevada cuantitatividad del proceso de extracción con la interfaz queda perfectamente 
demostrada en varios trabajos en los que se realizan análisis cuantitativos de cafeína con 
excelentes resultados [44; 45]. 
 
 En cuanto a la reproducibilidad de la interfaz, los valores de DER (desviación 
estándar relativa) obtenidos oscilan entre 6,7 y 12,5 %. Si se comparan con los 
correspondientes a las señales originadas en HPLC-MS, hay diferencias de un 4 % entre 
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las DERs, debido fundamentalmente a la incertidumbre asociada al posicionamiento 
manual del pistón extractor de la interfaz en la placa. Aunque los valores obtenidos son 
buenos, la utilización de un patrón interno permite corregir las pequeñas variaciones en 
la posición y mejorar la precisión de la interfaz hasta alcanzar DERs menores del 4%. 
 
 Además de las relacionadas con las dos características expuestas, existen algunas 
otras ventajas de la interfaz con respecto a otros sistemas. La primera es que no requiere 
ningún tratamiento previo de la placa, a diferencia de muchas otras técnicas (entre las 
que se puede citar de nuevo como ejemplo MALDI-MS). Esto simplifica mucho el 
trabajo además de facilitar la interpretación de las señales obtenidas, mucho menos 
complejas al estar originadas por los analitos y no por otros compuestos adicionados 
(como es el caso de las diversas matrices empleadas en MALDI). Por otra parte, puesto 
que los compuestos pasan a un medio líquido al extraerse, se pueden aplicar principios y 
consideraciones semejantes a los relacionados con técnicas HPLC-MS, evitando las 
limitaciones de otras técnicas de desorción térmica o por láser, como por ejemplo las 
relacionadas con la estabilidad térmica de los compuestos. Por último, conviene 
destacar el carácter universal de la interfaz, puesto que la misma permite introducir los 
extractos de los picos en cualquier sistema de espectrometría de masas sin tener que 
hacer ninguna modificación o ajuste importante en el mismo. La interfaz es básicamente 
un pequeño módulo que puede acoplarse de manera rápida y sencilla al espectrómetro 
de masas.  
  
 
7.6.1.- Utilización de primulina como fluoróforo en FDIC 
 
7.6.1.1.- Consideraciones iniciales 
 
 De todos los sistemas utilizados para la visualización de la placa tras el 
desarrollo cromatográfico, el que se ha empleado en un principio es el basado en la 
oxidación con CuSO4/H3PO4. Sin embargo, como ya se ha comentado antes, es un 
método que modifica químicamente a los distintos analitos, por lo que para acoplar la 
cromatografía en capa fina con la espectrometría de masas sería necesario disponer de 
dos placas idénticas. El propósito de la primera, sometida al proceso de derivatización, 
sería ofrecer las coordenadas de los distintos picos originados por los analitos. A la 
 
Determinación de compuestos de interés clínico en muestras biológicas  
366 
segunda placa, gemela de la anterior en cuanto a la inyección de los analitos y desarrollo 
cromatográfico, no se le aplicaría ninguna modificación química o sistema de 
visualización. Tomando las posiciones ofrecidas por la primera placa como referencia, 
se situaría el pistón de la interfaz TLC-MS sobre la segunda placa, para extraer y aislar 
las zonas adecuadas de la misma, que son las que se introducirían en el sistema de 
espectrometría de masas. 
 
 Como alternativa a la propuesta anterior, se plantea la posibilidad de aplicar un 
sistema de visualización no destructivo, que permita la extracción directa de los analitos 
de la placa, sin necesidad de tener una “placa gemela guía” para localizar los picos. En 
este sentido, la fluorescencia generada por FDIC supone una alternativa excelente 
puesto que, como ya se comentó en la sección 7.4.2.1, se basa en interacciones no 
específicas no covalentes entre el analito y el fluoróforo seleccionado. Así, en ningún 
momento se modifican químicamente los esfingolípidos, lo que hace factible la 
utilización de la misma placa tanto en TLC como en MS. 
 
 Teniendo en cuenta los pobres resultados obtenidos para coralina y berberina, en 
esta parte del trabajo se propone y evalúa la utilización de primulina como fluoróforo en 
FDIC. La Figura 7.38 muestra los cambios producidos por los hidrocarburos C24, C28 y 
C32 en la fluorescencia de la primulina. En ella se puede observar como, en presencia de 
los mismos, se incrementa la emisión del fluoróforo (y el área de la señal obtenida). 
Para series homólogas, al aumentar la longitud de la cadena también lo hace la respuesta 
fluorescente de la primulina. Este comportamiento es idéntico al descrito en la sección 
7.4.2.1 para otros compuestos estudiados anteriormente (coralina y berberina), en los 
que las cadenas de los alcanos modifican el entorno del fluoróforo en la placa, lo que 
nos indica que es posible utilizar primulina como fluoróforo FDIC.  
 
 Ya que la primulina se comporta como un fluoróforo FDIC, responde al modelo 
propuesto para describir este fenómeno, lo que permite controlar el sistema de detección 
(es decir, la magnitud del fenómeno de emisión que experimenta la primulina) 
modulando algunos parámetros, tales como la concentración de fluoróforo. Esto supone 
una gran diferencia con respecto a estudios de otros autores que aplican este compuesto 
en la detección [46; 47]. La primulina ha sido utilizada empíricamente para una 
visualización cualitativa, en condiciones fijas, por el desconocimiento de los 
mecanismos que justifican las variaciones de emisión del mismo, sin ningún control 
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sobre estas. Es evidente que cuando se usan otros sistemas de visualización 
destructivos, tales como la oxidación con CuSO4/H3PO4, existen los mismos problemas 
relacionados con la falta de control del proceso de detección, ya que se basan en 
reacciones químicas de las que no se tiene muy clara la estequiometría ni el mecanismo 
que obedecen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.38. Incremento de la fluorescencia de la primulina en función de la longitud de la cadena y 
de la masa del alcano aplicada. La placa se impregnó con una disolución de 200 mg·L-1 de berberina en 
metanol. λexc = 365 nm, recogida la emisión de la placa a partir de 400 nm. 
 
 La primulina, como parte de un sistema FDIC, no sólo ofrece la gran ventaja de 
mantener la identidad química de los analitos, vital para poder utilizar la misma placa 
que se ha impregnado con el fluoróforo en el acoplamiento TLC-MS, sino que además 
es compatible con la espectrometría de masas desde el punto de vista de la ionización, 
tal y como queda reflejado en algunas referencias bibliográficas consultadas que utilizan 
técnicas MS diferentes a las exploradas en el presente trabajo. Aunque no acopla 
directamente las dos técnicas, Hildebrant visualiza gangliósidos con placas impregnadas 
con primulina para luego rascar las zonas de interés de las mismas, que son las que 
analiza por ESI-MS [48]. También en discontinuo, Meisen [49] utiliza inmunoensayo 
combinado con primulina para separar y aislar glucoesfingolípidos que analiza por ESI-
QTOF-MS, sin problemas en la obtención de los iones moleculares de los analitos. En 
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su análisis de gangliósidos, Dreisewerd [50] afirma que la distribución de iones de los 
espectros obtenidos por IR-MALDI-MS no se ve afectada en placas visualizadas con 
primulina; sin embargo observa un descenso (en un factor 2,5) en la intensidad de las 
señales originadas por los mismos en placas impregnadas con el fluoróforo. Por otra 
parte, existen varios trabajos [47; 51; 52] en los que se explora la transferencia de los 
glucoesfingolípidos, tras su revelado en placa con primulina, a una lámina polimérica de 
fluoruro de polivinilideno (PVDF), para finalmente extraerlos y analizarlos por 
MALDI-MS. Algo más adelante en esta tesis se expondrán resultados que confirman la 
compatibilidad primulina-espectrometría de masas usando técnicas API-MS. 
 
7.6.1.2.- Sensibilidad, límite de detección y rango lineal en HPTLC-FDIC con el 
fluoróforo primulina 
 
En este estudio, tras el desarrollo cromatográfico AMD de diversos patrones 
comerciales de esfingolípidos siguiendo el gradiente binario diclorometano/metanol 
reducido (Tabla 7.3), se impregnaron las placas resultantes con primulina mediante el 
procedimiento descrito en la sección 7.2.3.5. Al igual que en el estudio realizado con 
los fluoróforos coralina y berberina, las señales obtenidas con primulina son 
comparadas con las de los registros obtenidos por absorción a 190 nm. 
 
Los patrones ensayados fueron: SM, GluCer, LacCer y Gb3. Se aplicaron masas 
de los mismos en el rango que va desde 0,001 hasta 3 μg. La Figura 7.39 muestra las 
áreas obtenidas para cada uno de los patrones en función de la cantidad de esfingolípido 
aplicada cuando en la placa se mide absorción a 190 nm (en color rojo, antes de 
impregnarla con primulina) y cuando se mide la emisión del fluoróforo a partir de 400 
nm, tomando como longitud de onda de excitación 365 nm (en color azul, tras el 
revelado de la placa con primulina). Recordemos que cuando se mide de la primera 
manera descrita, la señal originada se debe a la absorción del propio analito, pero al 
medir conforme al segundo modo, el área obtenida se debe a las modificaciones que 
producen los analitos en la intensidad de fluorescencia de la primulina. 
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Figura 7.39. Variación de las áreas obtenidas al medir la  absorción del analito y la fluorescencia de 
la primulina en función de la masa de esfingolípido aplicada. Rojo: absorción de la placa a 190 nm. 
Azul: emisión a partir de 400 nm excitando a 365 nm tras impregnar la placa con primulina.  
 
Como se puede observar en los gráficos contenidos en la Figura 7.39, para todos 
los analitos estudiados, el área de los picos que origina cada uno de los lípidos aumenta 
considerablemente cuando se utiliza la detección FDIC basada en primulina con 
respecto a la obtenida en UV a 190 nm, de hecho las señales obtenidas por fluorescencia 
son de 5 a 7 veces mayores que por absorción. Esto último es otro importante motivo 
para descartar la detección por oxidación con CuSO4/H3PO4 (sin olvidar, 
evidentemente, la incompatibilidad del sistema de visualización si se pretende llevar a 
cabo el acoplamiento TLC-MS), ya que este último sistema de visualización sólo 
ofrecía señales 3 veces mayores que las obtenidas por absorción. 
 
Respecto a los límites de detección (calculado buscando la mínima cantidad que 
se diferencia de la línea base), también se observa una mejora en todos los compuestos 
ensayados. En el caso de SM y GluCer, las primeras señales que pueden distinguirse de 
la línea base aparecen para 0,03 μg, lo que supone una ganancia de más de un orden de 
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magnitud con respecto a los límites por absorción para estos lípidos. Para el Gb3 el 
límite es de 0,2 μg, la quinta parte del obtenido a 190 nm. En el caso de la LacCer 
apenas hay una ligera mejora, puesto que el límite con primulina es de 0,3 μg frente a 
los 0,5 μg que se pueden detectar por absorción. 
 
Si se ajustan las áreas obtenidas a una línea recta, en el intervalo de respuesta 
lineal (aproximadamente hasta 1 μg en todos los lípidos ensayados) de cada una de las 
series área-masa obtenidas, se observan un aumento considerable en la sensibilidad con 
respecto a la detección por absorción, tal y como se puede ver en la Tabla 7.7.  
 
Esfingolípido 
Pendiente (área/μg), 
FDIC primulina 
Pendiente (área/ μg), 
absorción a 190 nm 
SM 6957 1295 
LacCer 3841 885 
Gb3 6002 1362 
GluCer 4233 1246 
 
Tabla 7.7. Comparación de las pendientes obtenidas por absorción y por FDIC 
 
7.6.2.- Caracterización de la primulina y evaluación de su compatibilidad con 
espectrometría de masas 
 
 Otro motivo por el cual la primulina es importante en la hifenación HPTLC-
FDIC-MS es su compatibilidad con la espectrometría de masas. Es en este apartado 
donde se exponen los resultados que confirman esta afirmación en relación a los dos 
métodos de ionización estudiados: ionización por electrospray (ESI) e ionización 
química a presión atmosférica (APCI). 
 
 Para empezar, se puede afirmar que el fluoróforo es perfectamente compatible 
con la ionización ESI, puesto que no se ha obtenido ninguna relación m/z asociada al 
mismo en las condiciones empleadas para los esfingolípidos, ni al trabajar con una 
disolución del fluoróforo inyectada directamente en el espectrómetro, ni al realizar una 
extracción de una zona de la placa en la que la sílica estuviese impregnada con 
primulina. Esto indica que el fluoróforo no ioniza en electrospray, por lo menos bajo las 
mismas condiciones que los analitos.  
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 La ionización química a presión atmosférica sí que produce determinadas 
relaciones m/z que proceden de la primulina, tal y como se puede ver en el EM.1 (todos 
los espectros de masas, EM, de este trabajo están recogidos al final del capítulo, a 
partir de la página 392), que recoge el espectro APCI-MS obtenido al realizar una 
extracción con la interfaz TLC-MS sobre una zona de la placa impregnada con una 
disolución 200 mg·L-1 de primulina en metanol. Este espectro proporciona información 
estructural sobre la composición de la primulina empleada en todo el trabajo 
experimental, de tal modo que las fragmentaciones observadas en el registro demuestran 
que el fluoróforo es en realidad una mezcla de oligómeros cuya estructura básica 
aparece en la misma figura que el espectro de masas, siendo “n” el número de unidades 
de benzotiazol. Así, la relación m/z = 453,9 corresponde a los iones [M+H]+ formados 
por los ácidos 2´-(4-aminofenil)-6-metil-[2,6´-bibenzo[d]tiazol]-7-sulfónico y 2´-(4-
aminofenil)-6-metil-[2,6´-bibenzo[d]tiazol]-5-sulfónico [53], isómeros correspondientes 
a n = 1. Por otra parte, la señal que aparece en m/z = 321 está originada por los ácidos 
2-(4-aminofenil)-6-metilbenzo[d]tiazol-7-sulfónico y 2-(4-aminofenil)-6-
metilbenzo[d]tiazol-5-sulfónico [53]. En estos dos últimos isómeros n = 0. Aunque los 
autores de la referencia que se acaba de citar encontraron oligómeros con n = 2 y n = 3 
en una baja proporción (0,49 y 0,23 % sobre la masa total del fluoróforo), a lo largo de 
este trabajo no se vieron estructuras correspondientes a estas especies por 
espectrometría de masas. Independientemente de toda la información estructural 
obtenida para la primulina, se puede afirmar que este fluoróforo es compatible con 
APCI-MS, al menos en el análisis de esfingolípidos, puesto que todos sus iones 
aparecen en un rango de m/z que está por debajo de 454, inferior a las relaciones 
obtenidas para los analitos (que se expondrán algo más adelante). Por otra parte, en las 
condiciones empleadas, las intensidades de los picos obtenidos para los lípidos en 
ausencia y presencia de primulina son similares, lo que indica que no hay una 
competencia del fluoróforo con el analito en el proceso de ionización. 
 
7.6.3.- Caracterización de esfingolípidos utilizando AMD-FDIC-(API)-MS 
 
 En esta sección se recogen y analizan los distintos espectros obtenidos al acoplar 
en línea cromatografía en capa fina y API-MS mediante la interfaz TLC-MS de Camag 
previamente mencionada. Tras todo lo expuesto, es evidente que el fluoróforo elegido 
para la detección FDIC fue primulina. Así, se aplicó el método seguido para la 
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hifenación de ambas técnicas con varios patrones comerciales para comprobar la 
viabilidad y posibilidades del mismo en el análisis de esfingolípidos. 
  
7.6.3.1.- Espectros de masas obtenidos para SM 
 
 Antes de comenzar a analizar las fragmentaciones de este lípido y de otros que 
se expondrán en los siguientes apartados, conviene aclarar ciertos aspectos relacionados 
con la nomenclatura empleada, que tiene la forma d18:1/Cxx:y. Todos los 
esfingolípidos tienen una unidad estructural básica o esqueleto consistente en un resto 
de ceramida. Este compuesto está formado por la unión de una base de esfingosina (un 
aminoalcohol de cadena larga) con un ácido graso por medio de un enlace amida. En los 
mamíferos, la base de esfingosina es casi exclusivamente el compuesto 2-amino-
octadec-4-en-1,3-diol, molécula que en la nomenclatura abreviada que se va a utilizar se 
nombra como d18:1, lo que significa que tiene dos grupos hidroxilo (d), una longitud 
de 18 átomos de carbono y un doble enlace (en el cuarto carbono). Si ahora nos 
centramos en la segunda parte de la nomenclatura (Cxx:y), esta hace referencia al 
ácido graso unido a la esfingosina. En los mamíferos, su longitud oscila entre los 14 y 
26 átomos de carbono y el grado de instauración es variable. Así, en la nomenclatura se 
expresa la longitud del ácido seguida por el número de dobles enlaces que presenta. Por 
ejemplo, si se nombra una esfingomielina como d18:1/C16:0, significa que el ácido 
graso unido al residuo de esfingosina es el palmítico (sin insaturaciones y con una 
longitud de 16 átomos de carbono). La Figura 7.40 resume el sistema de nomenclatura 
para una esfingomielina. 
 
 Se ha insistido tanto en el tema de la nomenclatura porque, como se expondrá 
algo más adelante, tanto en los patrones comerciales, como en cada uno de los 
esfingolípidos presentes en las muestras biológicas, no se encuentra únicamente un solo 
tipo de ácido graso en el residuo de ceramida, sino que hay una mezcla de diferentes 
cadenas. La nomenclatura se centra por tanto en el anterior residuo, sea cual sea el 
esfingolípido al que se hace referencia. 
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Residuo de ácido graso 
 
Figura 7.40. Nomenclatura empleada para referirse a cada uno de los esfingolípidos que se van a 
citar en este trabajo. 
 
 La figura EM.2 recoge los espectros de masas obtenidos con ionización APCI y 
ESI cuando se sitúa el pistón de la interfaz sobre el pico originado por una masa de 
patrón de SM de 1 μg sometida a AMD con detección FDIC basada en el fluoróforo 
primulina. Se empleó el gradiente binario diclorometano/metanol reducido mostrado en 
la Tabla 7.3. Lo primero a destacar es que ambos métodos de ionización proporcionan 
información complementaria, ya sea para la esfingomielina o el resto de lípidos que se 
analizan algo más adelante. Este hecho pretende reflejarse en la nomenclatura de las 
figuras que se presentan ya que, en los espectros obtenidos mediante los dos sistemas de 
ionización empleados, se ha utilizado el mismo color para indicar la presencia de iones 
derivados de una especie concreta, es decir, fragmentos que proceden del mismo residuo 
de ceramida. 
 
 Tal y como se puede ver en la figura, el espectro ESI de la SM muestra 
relaciones masa/carga (m/z) correspondientes tanto a especies sodiadas [M+Na]+, como 
a especies [M+H]+. Respecto a las primeras, se pueden distinguir las procedentes de 
SMs que poseen restos de ceramida con los ácidos grasos esteárico (d18:1/C18:0, m/z = 
753,5), araquídico (d18:1/C20:0, m/z = 781,5), behénico (d18:1/C22:0, relación m/z = 
809,5), lignocérico (d18:1/C24:0, m/z = 837,5) y nervónico (d18:1/C24:1, m/z = 
Esfingosina 
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835,5). De todas las especies citadas, tan solo es posible distinguir los iones [M+H]+ 
procedentes de d18:1/C18:0 (m/z =  731,5) y d18:1/C22:0 (m/z = 787,5). Además, 
también se observan iones [M+H]+ correspondientes a SMs con residuos de ceramida 
d18:1/C18:1 (ácido oleico) y d18:1/C16:0 (ácido palmítico, m/z = 702,7), para las 
cuales no se aprecia la especie sodiada.  
 
 En cuanto al espectro de masas obtenido por APCI, ofrece un patrón de 
fragmentación mucho más complejo (en realidad en ESI no se observan roturas en las 
moléculas). Este hecho se va a dar en todos los esfingolípidos de este estudio. El 
segundo registro de EM.2 revela como para la SM únicamente se ven picos 
correspondientes a la molécula tras la pérdida del residuo de fosfocolina (PhC), [M-
PhC+H]+, es decir, aparecen las relaciones m/z asociadas a los distintos residuos de 
ceramida presentes en el patrón, obviamente derivados de las SMs que se han ido 
citando al describir el espectro obtenido por ESI. Así, se pueden diferenciar claramente 
las siguientes relaciones m/z: 
 
- 520,4: ceramida con ácido palmítico (C16:0) 
- 548,5 y 550,5: proceden de ceramidas con ácido oléico (C18:1) y esteárico 
(C18:0) 
- 576,5: ceramida con un resto de ácido araquídico (C20:0) 
- 604,5: correspondiente al residuo de la ceramida que tiene ácido behérico 
(C22:0) 
- 630,5 y 632,5: ceramidas que cuentan en su estructura con los ácidos grasos 
lignocérico (C24:0) y nervónico (C24:1). 
 
7.6.3.2.- Espectros de masas obtenidos para GluCer 
 
 La figura EM.3 recoge los registros obtenidos al desarrollar el acoplamiento 
AMD-FDIC (primulina)-MS (trabajando con fuentes ESI y APCI), con 1 μg del patrón 
de GluCer. 
 
 El espectro ESI-MS muestra nuevamente relaciones m/z de especies del 
glucolípido sodiadas, [M+Na]+. Se pueden distinguir las procedentes de 
glucosilceramidas que poseen restos de ceramida que tienen en su estructura los ácidos 
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grasos palmítico (d18:1/C16:0, m/z = 722,4), esteárico (d18:1/C18:0, m/z = 750,4), 
araquídico (d18:1/C20:0, m/z = 778,5), behénico (d18:1/C22:0, relación m/z = 806,5), 
lignocérico (d18:1/C24:0, m/z = 834,5) y nervónico (d18:1/C24:1, m/z = 832,5). Por el 
ya mencionado carácter complementario que posee la información que ofrecen ambos 
procedimientos de ionización, al aplicar APCI es posible observar diversos iones 
originados por las especies que se acaban de citar. Englobando a los mismos, hay dos 
fragmentaciones características que se pueden diferenciar: la pérdida de una molécula 
de agua [M+H-H2O]+ y la pérdida simultánea de una molécula de agua y otra de glucosa 
[M+H-H2O-hexosa]+. Las relaciones m/z correspondientes a la primera de ellas son 
682,4 (d18:1/C16:0), 710,5 (d18:1/C18:0), 738,5 (d18:1/C20:0), 766,5 (d18:1/C22:0), 
794,6 (d18:1/C24:0) y 792,6 (d18:1/C24:1). Con respecto a la segunda, las señales 
aparecen en los siguientes valores m/z: 520,4 (d18:1/C16:0), 548,5 (d18:1/C18:0), 
576,5 (d18:1/C20:0), 604,5 (d18:1/C22:0), 632,5 (d18:1/C24:0) y 630,5 (d18:1/C24:1).  
 
7.6.3.3.- Espectros de masas obtenidos para LacCer 
 
 Ya sea al efectuar ionización por ESI como por APCI, en ninguno de los dos 
casos se obtienen los iones moleculares para este lípido. Esto queda perfectamente 
reflejado en la figura EM.4, en la cual se recogen los espectros de masas obtenidos al 
desarrollar el acoplamiento AMD-FDIC(primulina)-MS, con el patrón de LacCer. 
Cuando se lleva a cabo cabo ESI-MS, se obtienen los iones correspondientes a las 
diferentes especies del glucolípido sodiadas, [M+Na]+, lo que se traduce en la presencia 
de picos en las siguientes relaciones m/z: 884,5 (d18:1/C16:0), 912,6 (d18:1/C18:0), 
940,6 (d18:1/C20:0), 968,6 (d18:1/C22:0) y 996,6 (d18:1/C24:0). 
 
 Respecto al espectro APCI, se observan los iones correspondientes a tres 
fragmentaciones: [M+H-H2O]+, [M+H-H2O-hexosa]+ y [M+H-H2O-2 hexosas]+. Sólo se 
observan las señales correspondientes a las que parecen ser, según el espectro ESI-MS, 
las dos especies mayoritarias de LacCer en el patrón utilizado, que poseen ceramidas 
con los ácidos grasos behénico y lignocérico (d18:1/C22:0 y d18:1/C24:0). Dentro de 
todas las fragmentaciones, la pérdida total de los dos residuos glucídicos para llegar al 
residuo de ceramida deshidratado parece ser la mayoritaria. 
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7.6.3.4.- Espectros de masas obtenidos para Gb3 
 
 Al igual que en el resto de glicoesfingolípidos estudiados, los espectros ESI-MS 
de este compuesto solamente ofrecen relaciones m/z correspondientes a la molécula 
sodiada, tal y como queda reflejado en la figura EM.5, en la cual se muestran los 
espectros APCI-MS y ESI-MS obtenidos tras extraer, respectivamente, los picos 
originados por 1 y 2 μg de Gb3 después de eluir el lípido e impregnar la placa con 
primulina. Así, en ESI-MS, se observan las relaciones m/z 1046,7, 1130,8 y 1158,8, que 
están originadas por globotriaosilceramidas cuyos residuos de ceramida poseen restos 
de los ácidos grasos palmítico (d18:1/C16:0), behénico (d18:1/C22:0) y lignocérico 
(d18:1/C24:0), que parecen ser las mayoritarias en el patrón empleado. 
 
 Respecto al espectro APCI-MS, no se distinguen relaciones m/z originadas por 
los iones moleculares. En su lugar hay 4 fragmentaciones características para este 
lípido, [M+H-H2O]+, [M+H-H2O-hexosa]+, [M+H-H2O-2 hexosas]+ y [M+H-H2O-3 
hexosas]+, marcadas en la figura, en la cual también aparecen los valores m/z para las 
especies de Gb3 existentes. En las condiciones empleadas, los picos más intensos 
aparecen en la zona de 500 a 700, lo que indica que la mayor parte del lípido pierde los 
3 residuos hexosa. De hecho, los picos en los que el Gb3 conserva 2 y 3 restos de azúcar 
son tan pequeños que es necesario ampliar la escala en la zona donde aparecen para 
observarlos detenidamente. También hay que destacar que prácticamente todos los iones 
derivados de las distintas roturas están originados por las globotriaosilceramidas 
d18:1/C22:0 y d18:1/C24:0, dos de las especies consideradas como mayoritarias tras 
ver el espectro ESI-MS. 
 
7.6.4.- Aplicación de la técnica hifenada AMD-FDIC-MS en el análisis de SM en 
muestras de plasma humano 
 
 Tras comprobar la viabilidad del método hifenado, se va a utilizar el mismo para 
la determinación de esfingomielina en muestras humanas de plasma. Conviene recordar 
la importancia biológica de este analito, puesto que constituye un indicador potencial de 
la enfermedad de Niemann-Pick, de ahí la importancia que tiene el análisis de este 
compuesto para poder diagnosticar y seguir la evolución de la enfermedad. 
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7.6.4.1.- Adaptación de la secuencia de elución  
 
 Si se tienen presentes los resultados expuestos en la sección 7.3.3, en los que se 
analiza el efecto de las distintas composiciones del gradiente binario 
diclorometano/metanol y se propone una secuencia de 9 etapas (Tabla 7.3) válida para 
la separación de esfingolípidos, se puede observar que: 
 
a.) La etapa que mueve realmente a la SM es la primera (20% de diclorometano 
y 80% de metanol), siendo el analito que más retenido queda en la fase 
estacionaria, es decir, el pico que origina este compuesto es el que menos se 
desplaza a lo largo de la placa. La composición de las siguientes 8 etapas 
prácticamente no desplaza al analito, que siempre queda altamente retrasado 
con respecto al frente de elución 
 
b.) La segunda etapa (50% de diclorometano y 50% de metanol) hace migrar 
con el frente a LacCer y GluCer, quedando el Gb3 ligeramente retrasado 
respecto al mismo. 
 
 Por todo esto, se puede diseñar una secuencia de elución mucho más corta con el 
objeto de separar exclusivamente la SM de los demás analitos, consistente en dos únicas 
etapas y recogida en la Tabla 7.8. La primera etapa se encarga de “mover” a la SM, 
mientras que la segunda desplaza al resto de esfingolípidos y otros compuestos 
presentes (como por ejemplo impurezas de disolventes y de la placa o compuestros 
procedentes de la matriz) hasta el frente de elución, situado a 50 mm del borde de la 
placa. La duración de esta secuencia es de 19 minutos, lo que supone una ventaja 
importante con respecto a la de 9 etapas optimizada para esfingolípidos, ya que se 
reduce considerablemente el tiempo de análisis manteniendo una separación adecuada 
de la SM con respecto al resto de compuestos.  
 
 
Etapa Diclorometano, % en volumen
Metanol, % 
en volumen 
Distancia de 
migración, 
mm 
1 20 80 20 
2 50 50 50 
 
Tabla 7.8. Adaptación de la secuencia de elución a la determinación de SM 
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 En todas las experiencias llevadas a cabo para el análisis de SM que se van a 
presentar y discutir a lo largo de esta sección, se empleó el gradiente que se acaba de 
exponer en este apartado. 
 
7.6.4.2.- Caracterización de SM por AMD-FDIC-API-MS 
 
 En la sección 7.5.3 se analizaron los cromatogramas obtenidos para diversas 
muestras de plasma humano, proponiendo la identidad de los picos presentes en función 
de la posición con respecto a los patrones de esfingolípidos y al aumento de área en 
muestras dopadas con ellos. La hifenación TLC-MS desarrollada permite asegurar la 
procedencia de los mismos. En este apartado se va a caracterizar por ESI-MS y APCI-
MS el pico que se asoció a SM en muestras de plasma humano. 
 
 La figura EM.6 recoge los espectros ESI-MS y APCI-MS obtenidos al extraer 
mediante la interfaz TLC-MS el pico asociado a la SM directamente extraido de la placa 
impregnada con primulina. Se aplicaron 0,6 μL de los extractos reconstituidos de una 
muestra de plasma tratada según el procedimiento descrito en la sección 7.2.3.2. En los 
dos registros de la figura se observan señales en las mismas relaciones m/z obtenidas al 
trabajar con el patrón de SM, lo que indica que están presentes las mismas especies y 
que estas se fragmentan del mismo modo. Todo esto confirma que el pico 
cromatográfico está originado con toda certeza por SM. En cuanto a los resultados que 
proporciona ESI-MS para la muestra de plasma, hay señales originadas por los iones 
[M+Na]+ de las siguientes esfingomielinas: d18:1/24:1, d18:1/22:0, d18:1/20:0, 
d18:1/18:0 y d18:1/16:0. Tal y como sucedía con el patrón comercial, en APCI-MS 
están presentes las relaciones m/z correspondientes a las fragmentaciones [M-PhC+H]+  
de las distintas esfingomielinas que contiene el plasma humano.  
 
 Merece la pena destacar que, cuando se comparan los registros obtenidos para el 
patrón comercial de SM (EM.2) con los de la muestra de plasma humano (EM.6), si 
bien están presentes las mismas cadenas hidrocarbonadas en el residuo de ceramida del 
lípido, la abundancia de las mismas difiere significativamente, hecho revelado por las 
variaciones en las intensidades relativas correspondientes a las diferentes relaciones 
m/z. Obviamente, debido a la complementariedad de la información que ofrecen las dos 
fuentes de ionización, estas diferencias están presentes en ambos espectros. Así, 
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podemos ver como las intensidades más altas en la muestra de plasma humano están 
originadas por esfingomielinas con ceramidas d18:1/24:1 y d18:1/16:0, mientras que en 
el patrón comercial lo están por las que poseen ceramidas d18:1/18:0 y d18:1/18:1. Por 
otra parte, también hay diferencias en las intensidades relativas de las esfingomielinas 
“minoritarias”. Todo esto es lógico, puesto que el patrón procede de médula ósea 
bovina, es decir, un tejido y un mamífero diferentes a los relacionados con la muestra 
objeto de estudio. 
 
 Para las muestras de plasma, es remarcable la presencia en los espectros APCI-
MS de relaciones m/z correspondientes a fragmentaciones [M-PhC-H2O+H]+ de las dos 
especies mayoritarias encontradas. Esta rotura no aparece en el registro del patrón. Se 
ha podido comprobar que esta deshidratación “adicional” se produce en el tratamiento 
de muestra, ya que también se observa en la SM comercial cuando es sometida al 
mismo. 
 
7.6.4.3.- Cuantificación de SM por AMD-FDIC en plasma humano 
 
 Teniendo en cuenta que el análisis cualitativo del primer pico del cromatograma 
obtenido para la muestra de plasma confirma que está originado por SM, se decidió 
abordar la cuantificación del analito. Este propósito se llevo a cabo mediante el sistema 
FDIC basado en el fluoróforo primulina. El conocimiento del mecanismo por el cual 
responde el compuesto y el estudio presentado acerca de las posibilidades del mismo 
para fines cuantitativos confirmaron que puede ser empleado en la determinación de 
esfingomielina. De este modo, tal y como se exponía en la sección 7.6.1, dentro de la 
técnica hifenada, la primulina constituye algo más que una manera de visualizar y 
localizar las coordenadas de los diversos picos para su posterior extracción e 
introducción en el sistema de espectrometría de masas.  
 
 Debido a la complejidad de la matriz presente en las muestras y al número de 
pasos del tratamiento efectuado sobre la misma, se optó por desarrollar una 
determinación por adición estándar, alternativamente a otros trabajos basados en una 
calibración externa [10]. 
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 Para el diseño de la misma, fundamentalmente se tuvo en cuenta que, tanto la 
muestra a la que no se realiza adición de patrón, como el resto de puntos de la recta de 
calibración, tuviesen una concentración de SM que estuviese dentro del rango lineal del 
método de detección FDIC-primulina. Para ello se consideraron varias referencias 
bibliográficas ya mencionadas en la sección 7.4.1, tomando la mayor concentración 
encontrada para el analito (370 mg·L-1). Así, se prepararon 6 disoluciones de SM en 
cloroformo/metanol 1:1 con las siguientes concentraciones: 0,21 – 0,42 – 0,64 - 0,84 – 
1,05 y 1,26 μg·μL-1. 100 μL de cada una de ellas fueron adicionados sobre 6 alícuotas 
de plasma de 250 μL, para después desarrollar sobre las mismas el tratamiento descrito 
en la sección 7.2.3.5. También se llevó a cabo sobre una séptima alícuota a la que 
solamente se adicionaron 100 μL de cloroformo/metanol 1:1. Tras la reconstitución de 
las mismas con 250 μL de diclorometano/metanol 1:1, se aplicaron en la placa 0,6 μL de 
cada una, de tal modo que la maxima masa inyectada, calculada a partir de la estimación 
de SM en plasma, fuese 1 μg, justamente el límite superior del rango lineal observado 
en la sección 7.6.1.2. Según todo lo explicado, las masas de SM adicionadas en cada 
uno de los puntos de la calibración fueron 0,126 – 0,251 – 0,377 – 0,502 – 0,628 y 
0,753 μg. 
 
 La determinación se llevó a cabo sobre muestras de plasma procedentes de dos 
individuos sanos. A partir de las alícuotas que conforman cada una de las dos adiciones 
estándar, se realizaron 3 réplicas de las rectas en diferentes placas y días. Todos los 
puntos se aplicaron por triplicado en la placa cromatográfica. Para normalizar la señal 
de fluorescencia obtenida, también se inyectó en todas las placas una disolución del 
patrón de SM, de tal modo que la masa de la misma fuese 1,00 μg. Así, el parámetro 
analítico considerado en la calibración y en los diferentes tratamientos estadísticos 
desarrollados fue el cociente entre el área obtenida para los diferentes picos procedentes 
de la muestra y la correspondiente al estándar comercial del esfingolípido aplicado. La 
Figura 7.41 resume el diseño experimental aplicado en la determinación de SM por 
adición estándar.  
 
 Un análisis de varianza (ANOVA) de las señales obtenidas para el punto del 
calibrado en el que no se realizó ninguna adición de patrón, a partir de los datos 
procedentes de las tres placas desarrolladas para el individuo 1, confirma que no existen 
diferencias significativas entre las mismas (DER % = 3,52; F = 0,07; Fcrítica = 5,14).
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Esto indica que los 9 valores obtenidos para cada punto del calibrado pertenecen a la 
misma población y pueden emplearse en los cálculos asociados a la adición estándar. 
Evidentemente, tanto el valor de DER, como el resultado del ANOVA son indicativos 
de la excelente repetibilidad del método, del inyector y del AMD. Resultados similares 
se obtuvieron para la muestra del individuo 2.  
 
 La Figura 7.42 recoge las curvas de calibrado obtenidas para las dos muestras 
analizadas (individuos 1 y 2), en las cuales se ha representado la masa adicionada frente 
al cociente entre las áreas originadas por cada uno de los picos de los 7 puntos de la 
adición estándar y la debida al patrón de SM. Lo primero que hay que destacar es que, 
dada la tendencia observada al representar gráficamente los valores, en lugar de efectuar 
la clásica regresión lineal típica en una adición estándar, se han ajustado los puntos a un 
polinomio de segundo grado (y = ax2 + bx + c), cuya ecuación y coeficiente de regresión 
también están reflejados en la mencionada figura. A partir del mismo, de un modo 
similar al empleado en adiciones estándar ajustadas a funciones lineales, se obtuvo el 
punto de corte de la función con el eje x para obtener la masa de SM presente en la 
muestra. Es evidente que, al imponer que el valor de la ordenada sea cero en la función 
obtenida y resolver la ecuación de segundo grado, una de las dos soluciones hay que 
descartarla por su incoherencia (la de signo positivo).  
  
 Respecto a la incertidumbre del resultado, la mayoría de tratados de 
quimiometría recogen métodos que permiten obtenerla en la situación clásica en la que 
se ajustan los valores obtenidos a una función lineal por lo que, para el tipo de función 
presentada, fue necesario recurrir a la metodología y aparato matemático desarrollados 
por Koscielniak [54] para el cálculo de la desviación estándar en resultados obtenidos 
mediante una adición estándar con regresión polinomial. Desde el grado de curvatura de 
la función parabólica (Q>0), pasando por el número (N=6) y tamaño de las adiciones 
realizadas sobre la muestra, hasta el número de réplicas de cada punto de calibrado 
(n=9), se cumplieron todos los requisitos recogidos en el trabajo de Koscielniak para 
asegurar una correcta aplicación de las ecuaciones que proporcionan la incertidumbre. 
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Figura 7.42. Adición estándar polinómial. 
 
Teniendo en cuenta todo lo expuesto en los anteriores párrafos, los resultados obtenidos 
vienen expresados como: 
 XSM =Xextr ± Sv 
siendo XSM la concentración de SM presente en la muestra original de plasma, Xextr el 
valor extrapolado en la adición estándar no lineal y Sv la desviación estándar cuyo 
cálculo se basa en el artículo mencionado. Así, los valores obtenidos fueron 279,6 ± 
17,2 mg·L-1 para el individuo 1 y 291,4 ± 11,9 mg·L-1 para el 2. La incertidumbre de la 
determinación está por debajo del 7 % (DER). Por otra parte, los resultados están dentro 
de los órdenes de magnitud en los que aparece la concentración del lípido en otros 
estudios llevados a cabo sobre muestras de plasma sanguíneo de individuos sanos [55; 
56; 57; 58]. Esto queda reflejado en la Tabla 7.9, que recoge los valores de 
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esfingolípido obtenidos en los trabajos mencionados y en la determinación AMD-FDIC 
desarrollada en esta tesis.  
 
Referencia/autor [SM], mg·L-1 
[55]/He 220 
[56]/He 146 
[57]/Hidaka 370 ± 48 
[58]/Quehenberger 228,17 
AMD-FDIC 279,6 ± 17,2 / 291,4 ± 11,9 
 
Tabla 7.9. Comparativa de los valores de SM obtenidos por AMD-FDIC frente a los proporcionados 
por otros autores con diferentes técnicas y muestras procedentes de distintos individuos. 
 
7.6.4.4.- Cuantificación de SM por AMD-FDIC-APCI-MS en plasma humano 
 
 Como se comentaba al principio de la sección 7.6, en este trabajo no sólo se 
aborda el acoplamiento HPTLC-MS con fines cualitativos para la identificación de los 
diferentes analitos presentes en la muestra, también se pretende explorar las 
posibilidades cuantitativas que ofrece el uso de la espectrometría de masas como 
sistema de detección. Este apartado expone los resultados obtenidos al llevar a cabo una 
primera aproximación con respecto a este tema. 
 
 El primer asunto que merece la pena discutir es cual de los dos sistemas de 
ionización estudiados es más aconsejable utilizar. Al reconsiderar los resultados 
obtenidos mediante ESI-MS para SM, es evidente que no es una opción viable, ya que 
ofrece principalmente relaciones m/z correspondientes a las diferentes especies de SM 
sodiadas [M+Na]+, además de cierta proporción de las originadas por el ión molecular 
[M+H]+: puesto que la extensión del proceso de formación de los aductos [M+Na]+ y la 
relación entre los mismos y el ión molecular son variables, no se pueden emplear las 
señales proporcionadas por el analito con fines cuantitativos. La falta de 
reproducibilidad en la ionización junto al carácter lábil del par analito-Na+ también 
imposibilitan la aplicación de ESI-MS/MS en la determinación de SM.  
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 Al trabajar en APCI-MS, las señales están originadas por los fragmentos [M-
PhC+H]+ y [M-PhC-H2O+H]+ procedentes de las diferentes variantes de SM presentes 
en las muestras, atendiendo estas diferencias a la longitud de las cadenas de 
hidrocarburos contenidas en la unidad de ceramida del esfingolípido. Ante la 
deshidratación observada en las dos especies mayoritarias (d18:1/24:1 y d18:1/16:0), 
evidentemente las más interesantes desde un punto de vista analítico, se optó por utilizar 
como parámetro analítico la suma de las áreas correspondientes a las dos relaciones m/z 
procedentes de ambas fragmentaciones. Ya se ha comentado en la sección 7.6.4.2 que el 
origen de la deshidratación parece estar en el tratamiento de muestra. Es precisamente 
para evitar la posible irreproducibilidad existente en este fenómeno (es decir, que no 
siempre se deshidrate la misma proporción de analito), por lo que se decidió tomar la 
suma de señales, tal y como se acaba de describir.  
 
 Siguiendo el criterio expuesto hasta aquí, se extrajeron con la interfaz TLC-MS 
los picos de SM procedentes de una de las placas empleadas en la adición estándar 
llevada a cabo con detección FDIC. Esta correspondía al individuo 1. En la Figura 
7.43, queda recogido el gráfico que se obtiene al representar la suma de las áreas 
originadas por los iones [M-PhC+H]+ y [M-PhC-H2O+H]+ procedentes de la especie 
d18:1/24:1 en APCI/MS frente a la masa de SM adicionada a cada uno de los puntos 
que constituyen la adición estándar. También aparece la ecuación de la función a la que 
se han ajustado los puntos. En esta ocasión los datos se adaptan de un modo óptimo a 
una línea recta, tal y como muestra el coeficiente de regresión (R = 0,997). 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
Figura 7.43. Adición estándar de SM por AMD-FDIC-APCI-MS 
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 Del mismo modo que en la adición estándar polinomial, el resultado obtenido 
viene expresado como XSM =Xextr ± SXE siendo XSM la concentración de SM presente en 
la muestra original de plasma, Xextr el valor extrapolado a partir de la función lineal 
obtenida y SXE la desviación estándar cuyo cálculo se basa en la ecuación desarrollada 
para la adición estándar “tradicional” [59] (regresion lineal sin ponderación). Así, se 
obtuvo un valor de 220,4 ± 30,8 mg·L-1 para el individuo 1. En este caso, la 
incertidumbre de la determinación alcanza el 14 % (DER), valor aceptable teniendo en 
cuenta la incertidumbre asociada a la extrapolación que se realiza en los métodos de 
calibración por adición estándar.  
 
 Para acabar esta sección conviene destacar que todos los resultados presentados 
en la misma constituyen una primera aproximación a la determinación de SM basada en 
la detección por espectrometría de masas. Actualmente se está trabajando en la mejora 
de esta metodología explorando diversas opciones entre las que destaca la aplicación de 
un patrón interno que permita controlar el porcentaje de ceramida deshidratada con el 
objeto de aplicar APCI-MS/MS en la cuantificación del esfingolípido. El objetivo final 
sería tener una doble determinación cuantitativa del esfingolípido biomarcador, 
entendiéndose que se extendiese su aplicación a otros lípidos relacionados con distintas 
EDLs. Esta opción podría ser muy conveniente en el caso de compuestos que se 
encuentran en menor concentración (glicoesfingolípidos tales como el Gb3 o GluCer), 
para los que la detección FDIC podría ser insuficiente desde el punto de vista del límite 
de detección, ya que la espectrometría de masas es una técnica más sensible. 
 
7.6.5.- Aplicación de la técnica hifenada AMD-FDIC-MS en el análisis de Gb3 en 
muestras de plasma humano 
 
 En ese apartado se presentan los resultados obtenidos al aplicar el método 
hifenado al análisis de Gb3 en muestras humanas de plasma. Este glicoesfingolípido 
posee una gran importancia biológica debido a su estrecha relación con la enfermedad 
de Fabry, ya que es considerado un potencial marcador de la misma [16; 60]: el 
seguimiento de los niveles del mismo en plasma y otros tejidos puede ofrecer 
información para el diagnóstico y seguimiento de la enfermedad.  
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 Conviene matizar que el grupo de investigación continúa actualmente 
desarrollando la metodología hifenada para Gb3, LacCer y GluCer, por lo que en esta 
sección se expone una parte de los resultados iniciales obtenidos para estos analitos. No 
obstante, como se verá, son realmente prometedores y ofrecen unas perspectivas 
realmente interesantes. 
   
 Con respecto a la SM, existe una limitación importante del Gb3 y otros 
glicoesfingolípidos tales como la LacCer y la GluCer: en relación a la primera, la 
concentración de los últimos es considerablemente menor en el plasma humano (según 
la bibliografía consultada). Esto ya se ha comentado en varias partes de este trabajo pero 
conviene mencionarlo nuevamente ya que condicionó el diseño inicial de las 
experiencias desarrolladas para el análisis de Gb3. 
 
 Teniendo en cuenta la premisa inicial expuesta en el párrafo anterior, se tomó la 
decisión de aplicar volúmenes elevados de muestra a las placas con la intención de 
alcanzar los límites de detección ofrecidos por el fluoróforo primulina. La Figura 7.44 
recoge los cromatogramas obtenidos al aplicar sobre una placa 225 y 150 μL de una 
muestra de plasma procedente de un paciente de Fabry cuando la misma es visualizada 
con primulina. La secuencia empleada en la elución aparece en la Tabla 7.10 y es una 
ligera modificación de la desarrollada en la sección 7.3.3, presentada en la Tabla 7.3. 
En el gradiente de elución se ha suprimido la etapa que movía a la SM; en este caso es 
preferible que se quede lo más retrasada posible con respecto al Gb3. Por otra parte, se 
ha eliminado la etapa diclorometano/metanol 80:20 destinada a separar LacCer y 
GluCer, además de haber aumentado considerablemente la distancia entre las cinco 
primeras etapas (destinadas a la elución y focalización del Gb3) y la sexta (que mueve a 
la LacCer y a la GluCer). El motivo es que el analito de interés es el Gb3, siendo 
prioritario separarlo lo mejor posible de LacCer y GluCer, sin importar que estos dos 
últimos no se resuelvan correctamente.   
 
La Figura 7.44 I muestra cromatogamas bastantes complejos para ambos 
volúmenes, en los que no parece haberse resuelto con éxito el Gb3 respecto al resto de 
compuestos de la muestra. Se ha representado también el registro originado por un 
patrón de Gb3 eluido en la misma placa y condiciones. Teniendo en cuenta todo lo 
expuesto a lo largo del trabajo, lo primero que se puede confirmar es que el primer pico 
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observado en los cromatogramas de las muestras, con un máximo a 15 mm, esta 
originado por la SM. Respecto a la zona donde debería aparecer el pico originado por el 
Gb3, en torno a 20 – 35 mm (perfectamente localizable al considerar el pico del patrón 
comercial), debido a la falta de resolución generalizada del cromatograma, se decidió 
llevar a cabo varias extracciones con la interfaz en el intervalo mencionado, para 
analizar por ESI-MS la composición del mismo. De todas las extracciones y análisis 
realizados, en las Figuras 7.44 II y III (ampliaciones de la zona de interés) se han 
marcado las 3 regiones más interesantes, cuyos espectros de masas se exponen en este 
trabajo y se comentan a continuación. 
 
 
Etapa Diclorometano, % en volumen
Metanol, % 
en volumen 
Distancia de 
migración, 
mm 
1 50 50 30 
2 50 50 30 
3 50 50 30 
4 50 50 30 
5 50 50 30 
6 70 30 60 
7 90 10 70 
 
Tabla 7.10. Gradiente de elución empleado en el análisis de Gb3 en muestras de plasma 
  
 Las figuras EM.7 y EM.8 recogen los espectros ESI-MS obtenidos para las 
zonas A, B y C marcadas en las Figuras 7.44 II y III. Lo primero que hay que destacar 
es que los tres espectros de masas están repletos de especies sodiadas procedentes de 
Gb3, LacCer y GluCer, aspecto bastante sorprendente debido a que se ha extraido una 
región de los cromatogramas en la que únicamente deberían observarse relaciones m/z 
relacionadas con el Gb3. Atendiendo a los espectros, tanto en A como en C hay una 
mezcla de Gb3 y LacCer. En B se encuentran especies procedentes de LacCer 
mayoritariamente y un pico menos intenso procedente de GluCer. Todo esto indica que, 
además de no haber resuelto el Gb3 con respecto a LacCer y GluCer, que deberían 
haber eluido hasta una distancia de unos 70 mm según la secuencia de elución 
empleada, tampoco se han conseguido separar estos tres compuestos entre sí en la zona 
analizada. La hipótesis planteada para justificar estos resultados es que, al elevar tanto 
el volumen de muestra aplicado, se han perdido las condiciones cromatográficas que 
aseguran una correcta separación. A pesar de la mala resolución de los compuestos, los 
resultados son muy positivos, puesto que se han visto relaciones m/z correspondientes a 
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especies originadas por tres analitos realmente difíciles de detectar en una muestra real 
debido a su baja concentración en plasma.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.44. Cromatogramas obtenidos para las muestras de plasma de un paciente de Fabry al 
revelar la placa con Primulina. Registro rojo: 150 μL de muestra. Registro azul: 225 μL de muestra. 
Registro negro: 1 μg del patrón de Gb3. II y III son ampliaciones de I que recogen las zonas extraidas 
para realizar MS. 
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Para intentar no perder las condiciones cromatográficas y mantener una 
separación óptima de los compuestos, se decidió aplicar volúmenes menores de muestra 
en la placa cromatográfica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.45. Cromatogramas obtenidos para las muestras de plasma de un paciente de Fabry (rojo) y 
un individuo sano (azul) al revelar la placa con Primulina. Volumen aplicado de ambas muestras 25 μL. 
 
 La Figura 7.45 recoge los cromatogramas obtenidos al aplicar 25 μL de una 
muestra de plasma procedente de un enfermo de Fabry (rojo) y de una persona sana 
(azul) cuando se eluye la placa según la secuencia de la Tabla 7.10. En relación al 
primer experimento presentado en este apartado, se puede observar una mejora 
significativa en los cromatogramas, con picos mucho más definidos y resueltos. Tanto 
en el enfermo como en el sano se observa un pico bastante ancho en la zona de 20 – 30 
mm que puede asociarse al Gb3. Para comprobar si estaba originado por el anterior 
glicoesfingolípido, utilizando la interfaz TLC/MS se realizó una extracción de ambos 
cromatogramas (sano y enfermo) situando el pistón en el máximo a 27,6 mm, 
obteniendo sus espectros ESI-MS. Estos se recogen en la figura EM.9. Tanto en el pico 
procedente del enfermo como en del sano se observan relaciones m/z  correspondientes 
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al Gb3. En el paciente de Fabry aparecen los iones [M+Na]+ procedentes de las especies 
d18:16/0, d18:1/22:0 y d18:1/24:1. En el individuo sano solo se observa la especie 
d18:1/16:0, que genera una señal mucho menos intensa que su homologa de la muestra 
del enfermo. A partir de estos registros se pueden obtener dos conclusiones: 
 
1.- La disminución del volumen de muestra aplicado sobre la placa permite 
mantener las condiciones cromatográficas separando perfectamente el Gb3 de 
los compuestos LacCer y GluCer. A diferencia de las señales recogidas EM.7 
y EM.8, los espectros de masas obtenidos a partir de los picos extraidos de una 
placa para un volumen bajo de inyección no muestran relaciones m/z debidas a 
otras especies presentes en el plasma, tales como LacCer y GluCer. 
 
2.- Al comparar la muestra del enfermo y el sano existen diferencias entre las 
intensidades de las señales originadas por las mismas relaciones m/z, siendo 
mayores en el paciente de Fabry. Aunque sea a un nivel cualitativo, encontrar 
diferencias es bastante importante debido a la implicación del analito como 
marcador de la enfermedad. 
 
 Tal y como se comentaba al principio de este apartado, si bien el estudio del 
método hifenado aplicado a Gb3 y otros glicoesfingolípidos aún está en desarrollo, se 
han presentado unos resultados cualitativos muy prometedores, que confirman que 
existe la posibilidad de seguir perfeccionando y evolucionando el método para lograr la 
determinación cuantitativa de Gb3 y otros glicoesfingolípidos en muestras humanas. 
 
 Hay que destacar que la mejora conjunta de las condiciones de separación y 
detección ha permitido obtener una ganancia en sensibilidad que ha posibilitado 
emplear menores volúmenes lo que, de paso, minimiza las coeluciones de otros 
compuestos con los picos de interés. 
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 Este trabajo surgió de la necesidad de desarrollar nuevas técnicas analíticas para 
el diagnóstico y el seguimiento de las enfermedades de depósito lisosomal (EDL). En 
esta Memoria se presenta una técnica hifenada basada en Cromatografía en Capa Fina 
de alta eficacia (HPTLC), que ha sido desarrollada para separar, detectar, identificar y 
cuantificar diversos esfingolípidos neutros considerados biomarcadores de dichas 
enfermedades. Los resultados obtenidos muestran la viabilidad de la técnica y apuntan a 
que puede ser utilizada para su determinación en fluidos biológicos humanos, en los que 
se encuentran en bajas concentraciones. 
 
? La hifenación se basa en el acoplamiento secuencial, sobre una misma placa 
cromatográfica de silica gel, de: 1) Desarrollo Múltiple Automático (AMD) que 
permite la separación de los esfingolípidos mediante gradiente; 2) un sistema de 
detección densitométrica por cambios de intensidad de fluorescencia (FDIC), 
que utiliza el fluoróforo primulina y permite la detección de los lípidos, su 
cuantificación, y la fijación de coordenadas para su transferencia “on-line” a 3) 
un espectrómetro de masas (MS), mediante el uso de una interfaz. La 
identificación de los picos de esfingolípidos se lleva a cabo directamente 
mediante fuentes de ionización a presión atmosférica, como ESI y APCI. 
 
? Se han diseñado unas condiciones de gradiente AMD para la separación de 
los esfingolípidos neutros (SM, Gb3, LacCer y GluCer). Además, se han 
utilizado otras condiciones de gradiente adaptadas específicamente para SM y 
Gb3 
 
? De entre los sistemas de detección considerados, la detección densitométrica 
se ha llevado a cabo por fluorescencia inducida utilizando el fluoróforo 
primulina, que ha resultado más sensible que la detección por UV a 190 nm y 
que la detección UV a 620 usando un tratamiento derivatizante a base de 
CuSO4/H3PO4. 
 
? Además de su uso tradicional con fines de visualización de los 
esfingolípidos, se ha demostrado que la incorporación de primulina (200 mg·L-1) 
en la placa tras la separación permite la cuantificación de los compuestos 
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separados, y presenta una serie de ventajas adicionales para su incorporación en 
la técnica hifenada. La primulina: 
 
- Se comporta como un fluoróforo FDIC. Las respuestas fluorescentes 
en las placas impregnadas con primulina dependen de la estructura 
del esfingolípido. Los incrementos en la emisión fluorescente se 
deben a las interacciones electrostáticas no específicas entre la 
primulina y las cadenas hidrocarbonadas de las estructuras 
ceramídicas de los analitos.  
 
- Permite una detección completa de un elevado número de 
componentes en la muestra. Esfingolípidos que no absorben a 190 
nm, como la esfingosina, son también detectados por FDIC. 
 
- Permite la cuantificación de los biomarcadores, utilizando patrones. 
 
- Hace posible una fácil localización densitométrica de las coordenadas 
de los picos separados y la subsiguiente transferencia de los picos 
deseados a un espectrómetro de masas, usando una interfaz que los 
extrae y recoge cuantitativamente. Esto puede ser llevado a cabo 
porque la detección FDIC con primulina no es un procedimiento 
destructivo. 
 
- Es compatible con técnicas de ionización a presión atmosférica (ESI 
y APCI) y no interfiere en la identificación de los esfingolípidos 
neutros por MS.  
 
 
? La identidad de los picos ha sido determinada a partir de muestras de plasma 
humano mediante ESI y APCI. Esta última técnica ha mostrado su utilidad 
porque aporta información complementaria a ESI. Que nosotros sepamos, es la 
primera vez que se utiliza la técnica APCI para identificar glicoesfingolípidos 
directamente desde una placa de HPTLC. 
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? La esfingomielina (SM), considerada marcador de la enfermedad de 
Niemann-Pick, ha sido determinada en plasma humano en dos muestras de 
individuos sanos. El analito fue separado de los demás metabolitos en 19 
minutos, usando un gradiente AMD en dos etapas (metanol:diclorometano; de 
80:20 a 50:50, v:v) para una distancia total de migración de 50 mm. Las 
condiciones de FDIC-primulina fueron: 200 mg·L-1 y λexc= 365 nm. La 
cuantificación de SM a partir de FDIC fue llevada a cabo usando un 
procedimiento de calibración no-lineal por el método de adición estándar (las 
concentraciones de SM obtenidas fueron 280 y 291 mg·L-1, con una DER < 7%). 
Tras la extracción “on-line” del pico usando la interfaz, éste fue identificado a 
partir de los fragmentos obtenidos por ESI y APCI. La SM humana muestra 
similares fragmentos a la SM del patrón (de naturaleza bobina), si bien la 
distribución de isoformas es diferente, como cabría esperar. 
 
? El biomarcador globotriaosilceramida Gb3, relacionado con la enfermedad 
de Fabry, que se encuentra en muy baja concentración (<10 mg·L-1), ha sido 
identificado inequívocamente por MS (ESI y APCI) a partir de plasma humano 
de un individuo sano y un enfermo de Fabry, por primera vez usando una técnica 
basada en HPTLC, tras separación usando un gradiente AMD y detección FDIC-
primulina. En el paciente de Fabry aparecen los iones procedentes de las 
especies d18:16/0, d18:1/22:0 y d18:1/24:1. En el individuo sano solo se observa 
la especie d18:1/16:0, que genera una señal mucho menos intensa que su 
homologa de la muestra del enfermo. 
 
 La técnica hifenada expuesta en esta Memoria presenta varias ventajas 
competitivas. Las etapas individuales están automatizadas, lo cual le confiere gran 
flexibilidad. Si se desea, se puede obtener fácilmente información accediendo sólo a 
zonas determinadas de la placa, por ejemplo a los picos desconocidos. Asimismo, 
permite procesar un elevado número de muestras en una misma placa (hasta 28 en 
nuestro caso), tratando patrones y muestras bajo idénticas condiciones. Por otra parte, 
los requerimientos de disolventes son mínimos y la duración de los experimentos, en 
conjunto, son razonables. Esto conduce a bajos costes de análisis. 
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 La comprensión de los mecanismos de la fluorescencia inducida debería permitir 
proponer otros fluoróforos que mejoren la sensibilidad en la detección. 
  
 
 
 
 
ANEXO I: 
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micela bicapa 
cabeza polar hidrofilica 
cadenas hidrofóbicas 
liposoma 
A.I.1.- Emulsiones del analito en agua o disoluciones amortiguadoras 
  
 Por su carácter antipático, los esfingolípidos forman agregados lipídicos 
microscópicos al ser introducidos en un medio acuoso. Las moléculas se agrupan de tal 
modo que sus partes apolares (hidrofóbicas) se ponen en contacto entre si y sus grupos 
de cabeza polares (hidrofílicos) interaccionan con el medio acuoso que les rodea, 
logrando así una estructura que minimiza la superficie hidrofóbica expuesta al agua. Se 
pueden formar tres tipos de agregados lipídicos: micelas, bicapas y liposomas [1]. La 
Figura A.I.1 muestra un esquema de estos agregados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura A.I.1. Tipos de agregados que pueden formar los lípidos antipáticos en agua.  
 
En las primeras experiencias realizadas, se prepararon emulsiones de los analitos 
en agua o disoluciones amortiguadoras. Para ello, una vez adicionado el sólido al medio 
acuoso, se aplicaban ultrasonidos hasta obtener una emulsión lo más estable y 
homogénea posible. En un principio, no se buscaba formar un tipo de agregado en 
concreto, solamente se pretendía formar una emulsión uniforme. Aunque su aspecto no 
era demasiado alentador, ya que se generaban unas suspensiones de apariencia lechosa, 
se utilizaron en las experiencias descritas en este apartado. 
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 Se estudió la reacción en dos pasos utilizando la suspensión de PC. Como se 
puede ver en la Figura A.I.2, al adicionar una fracción de la incubación PC - PLDAH 
sobre una disolución de ChOx (I), no se produjo ninguna variación en la fluorescencia 
intrínseca de la enzima que indicase la presencia de colina tras el proceso de hidrólisis. 
Una adición posterior de colina (II) mostraba que la ChOx no había estado reducida en 
ningún momento tras la adición de la incubación, lo que confirmaba que no se había 
liberado colina en la reacción PLDAH – PC.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura A.I.2. Reacción en dos pasos con PC suspendida en medio acuoso. Verde: I adición de una 
incubación de PC sobre ChOx; II adición de colina. Azul: III adición de disolución amortiguadora sobre 
ChOx; IV adición de colina 
[ChOx] = 2,04 U·mL-1, tras las adiciones I y III 
[colina] = 2,12·10-5 mol·L-1, tras las adiciones II y IV 
[PLDAH ] = 9,42 U·mL-1, tras la adición I 
λexc = 286 nm; λem = 336 nm. Ancho de banda espectral para ambos monocromadores: 7 nm 
 
En la Figura A.I.2, si se comparan ambos registros (las zonas I y III), se vuelve 
a observar el aumento de señal de fondo que se produce al adicionar la incubación, 
asociado a la enzima PLDAH. Si bien su concentración en la cubeta de medida estaba 
por debajo del valor para el cual los efectos de filtro interno e interferencias de tipo 
espectral comienzan a modificar seriamente el área generada en la reacción ChOx – 
colina (ver el apartado 3.3.3), se estudió la reacción directa PLDAH – ChOx – PC 
mediante la fluorescencia del complejo de rutenio ligado a la enzima ChOx utilizado en 
los apartados 3.3.4 y 3.3.5. La Figura A.I.3 muestra, en comparación con la señal 
obtenida para PCC8, los resultados de esta experiencia. En este caso, tampoco se 
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observó una variación en la fluorescencia del compuesto de rutenio similar a la de 
PCC8, lo cual confirmaba que no se había producido la reacción de hidrólisis PLDAH – 
PC.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura A.I.3. Comparación de las señales obtenidas en la reacción directa para PC en suspensión 
acuosa (azul) y PCC8 disuelto en agua (rojo). [ChOx] = 2,34 U·mL-1. [PLDAH ] = 98,61 U·mL-1. [PCC8] 
= 1,07·10-3 mol·L-1. [PC] = 8,33·10-4 mol·L-1 (si todo el lípido estuviese disuelto en agua). pH = 6. λexc = 
467 nm; λem = 617 nm; ancho de banda espectral = 5 nm para ambos monocromadores. 
 
 Aunque no era el objetivo principal de este trabajo, también se comprobó si se 
producía la reacción directa entre la ChOx y el residuo terminal de colina presente en la 
SM, sin necesidad de liberarlo previamente con PLDAH. Para este propósito, sobre una 
disolución de ChOx amortiguada a pH = 9, se adicionó la emulsión de SM. No se 
observaron cambios en la fluorescencia intrínseca de la enzima, lo cual indicaba que la 
reacción entre la enzima y el resto de colina ligado al lípido no se producía. La reacción 
en dos pasos, en la que se realizaba una etapa previa de incubación PLDAH – SM, 
tampoco funcionó: al adicionar ChOx sobre una reacción de hidrólisis, no se observaron 
cambios en la fluorescencia intrínseca de esta última enzima. 
 
A.I.2.- Utilización de lipoproteínas de baja densidad (LDL) 
  
 Tras los resultados obtenidos al trabajar con emulsiones, se decidió probar otro 
método para poder utilizar el analito en un medio acuoso. Ya se ha demostrado con 
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PCC8 que la PLDAH es capaz de producir la hidrólisis correctamente, por lo que se 
estimó que el motivo por el cual la reacción no funcionaba era la incapacidad de la 
fosfolipasa para acceder al enlace fosfato del lípido cuando este último forma agregados 
en el seno de una emulsión. 
  
 En la sangre, los fosfolípidos son transportados gracias a las apolipoproteínas, 
que se enlazan a los lípidos para formar diferentes tipos de partículas lipoproteicas, unos 
agregados esféricos cuyo núcleo esta formado por lípidos hidrofóbicos. Los grupos 
polares lipídicos y cadenas hidrofílicas de la proteína están situados en el exterior de la 
esfera. Existen varios tipos de lipoproteínas, según su densidad. 
  
 La base de estos experimentos era emular el sistema empleado por el organismo 
para, gracias al uso de lipoproteínas, poder disponer de los lípidos en el medio acuoso 
en el que transcurre el proceso de hidrólisis. Para ello se utilizó un preparado comercial 
de lipoproteínas de baja densidad (LDL). La suposición inicial consistía en que, al 
adicionar el fosfolípido sobre un medio acuoso que contuviese LDLs, este se asociaría a 
las lipoproteínas. 
  
 Tras resuspender las lipoproteínas en la disolución amortiguadora aplicando 
ultrasonidos, se formó una emulsión estable con una tonalidad marrón y un aspecto 
bastante peor que el de las emulsiones de PC y SM. Solamente se trabajó con SM, 
adicionándola sobre la emulsión de LDL y aplicando nuevamente ultrasonidos.  
 
Las reacciones de hidrólisis llevadas a cabo con la suspensión mixta LDL – SM 
tampoco funcionaron, ni siquiera las realizadas únicamente con la emulsión de LDL, en 
cuya composición lipídica hay un 20 – 24% de fosfolípidos que deberían haberse 
hidrolizado en presencia de PLDAH. La hipótesis a la que se llegó para explicar estos 
resultados es la misma que en el apartado anterior: la enzima no es capaz de llegar al 
enlace fosfato que une la cabeza polar de colina con el resto del lípido. Es posible que 
haya algún tipo de impedimento estérico, ya que el exterior del agregado esférico de las 
LDL está formado por cadenas de proteína y grupos polares del lípido (entre los que se 
encuentra la colina) que pueden dificultar el acceso de la enzima. 
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A.I.3.- Utilización de liposomas 
 
a ) Preparación de liposomas de PC 
 
El procedimiento se basa en ir reduciendo el tamaño de los agregados que forma 
el fosfolípido cuando está en un medio acuoso, de tal modo que se pasa de una 
estructura del tipo micela a una del tipo liposoma. En primer lugar, se disuelve la PC en 
diclorometano/metanol 2:1. Se aplican ultrasonidos durante 10 minutos para lograr una 
disolución homogénea. A continuación, se elimina el disolvente orgánico pasando una 
corriente de N2 durante 20 minutos. Mediante un secado a vacío del vial, se elimina 
cualquier traza de diclorometano o metanol que pueda quedar (2.5 horas). Tras todos 
estos procesos, se ha formado una película del lípido en las paredes del vial, que es 
resuspendida en el mismo volumen de agua mili-Q que se ha empleado para disolver el 
lípido al principio del procedimiento. Se vuelven a aplicar ultrasonidos durante 10 
minutos, obteniéndose una emulsión estable. Para romper las distintas capas que forman 
los agregados del lípido, se realizan 11 ciclos de congelación – descongelación 
sumergiendo sucesivamente la emulsión en un baño de nitrógeno líquido y un baño 
termostatizado a 37 ºC. Por último, para reducir aún más el tamaño de las vesículas y 
obtener los liposomas, se realizan 11 ciclos de extrusión, que consisten en hacer pasar la 
disolución a través de un filtro de 0.2 μm el número de veces indicado. Conservados a 4 
ºC, los liposomas son estables de 5 a 7 días. 
 
b ) Resultados 
 
El trabajo con liposomas se limitó exclusivamente a la PC. En este caso, la 
reacción de hidrólisis realizada de un modo independiente a la de oxidación, tampoco 
funcionó. En la Figura A.I.4 se puede observar que, tras la adición de una fracción de la 
incubación sobre la enzima ChOx (I), no se produce ninguna variación en la 
fluorescencia intrínseca de la enzima que indique que pasa de su forma reducida a la 
oxidada, lo que demuestra que no hay colina presente. Una adición posterior de colina 
(II), en la que sí se observa el cambio de fluorescencia entre los dos estados de 
oxidación de la enzima, confirma que todo el tiempo que se ha puesto en contacto ChOx 
con la incubación, la enzima ha estado en su forma oxidada. 
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Figura A.I.4. Señal obtenida al adicionar la incubación PLDAH – liposomas de PC sobre una 
disolución de ChOx.  
I.- Adición de la incubación; [ChOx] = 0,67 U·mL-1. 
II.- Adición de colina de modo que su concentración en la cubeta de medida es 1,85·10-4 mol·L-1 
pH = 9. λexc = 286 nm; λem = 336 nm. Ancho de banda espectral = 5 nm para ambos monocromadores. 
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ANEXO II: 
DETERMINACIÓN DE SM. CAMBIOS EN LA 
ACTIVIDAD DE LA ENZIMA PLDSC 
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Se plantearon dos posibles opciones para abordar la determinación de SM. La 
primera sería hacer una determinación conjunta de ambos fosfolípidos y, puesto que ya 
se ha realizado la determinación de PC, calcular la [SM] por diferencia. La segunda 
estrategia sería utilizar una metodología en la que la señal obtenida fuera debida 
principalmente a SM.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura A.II.1. Variación de la actividad específica de la enzima según el lote empleado de la misma.  
A.) PC. B.) SM. [Fosfolípido] = 5,06·10-4 mol·L-1. [PLDSC] = 160,21 U·mL-1. [ChOx] = 1,55 
U·mL-1. [Ca(II)] = 40 mmol·L-1. pH = 8. En ambas figuras el registro rojo corresponde a una de las 
primeras partidas de fosfolipasa empleadas, mientras que el azul muestra la señal obtenida utilizando un 
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lote reciente de enzima. λexc = 286  nm; λem = 336  nm; ancho de banda espectral = 5 nm, en ambos 
monocromadores. 
 
De las dos opciones se optó por la segunda ya que es una opción más rápida y 
que permitiría la determinación del analito en cualquier situación, sin tener que 
determinar previamente la concentración de PC. Además, cabría esperar que los errores 
cometidos en la determinación fuesen menores.  
 
Para desarrollar esta opción se eligió la lipasa procedente del organismo 
Streptomyces Chromofuscus estudiada en el CAPÍTULO 4. El motivo fue que se había 
encontrado un rango de concentraciones de Ca(II), 10 - 20 mmol·L-1, en el cual el área 
para SM era muy superior a la obtenida para PC, lo que permitiría estimar la 
concentración de SM. 
 
Sin embargo, al intentar reproducir las condiciones de la reacción directa, se 
empezaron a observar señales bastante distintas a las correspondientes a los estudios 
realizados con PLDSC y presentados en el CAPÍTULO 4. Esto se puede ver en la 
Figura A.II.1. A modo de ejemplo, se muestran las señales obtenidas en la reacción 
directa tanto para PC (gráfica A) como para SM (gráfica B). La señal roja de ambas 
gráficas es la obtenida en estudios anteriores y la azul es la obtenida en este estudio. 
Todas las reacciones se realizaron en las mismas condiciones ([PLDSC], [ChOx], 
[Ca(II)], [fosfolípido], pH y % etanol). La única diferencia entre las señales roja y azul 
es el lote de fosfolipasa empleado. Como se puede observar, parece haber una 
importante disminución de la actividad específica de los últimos lotes de enzima con 
respecto a los primeros que se usaron: 
 
• En primer lugar, el aumento del tiempo que transcurre hasta que la 
intensidad de fluorescencia disminuye hasta los valores propios de la forma 
oxidada de la ChOx, es un claro indicativo de que la reacción de hidrólisis se 
produce más lentamente. La señal parece mostrar que la liberación del 
aminoalcohol es más progresiva, ya que la flavoenzima se mantiene más tiempo 
en su forma reducida. Esto significa que, teniendo en cuenta que se parte de la 
misma cantidad de fosfolipasa, la actividad de la misma se ha visto mermada, a 
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pesar de que las especificaciones comerciales de la enzima afirman que la 
actividad por miligramo o mililitro de proteína es la misma tanto en el lote más 
reciente como en cualquiera de los utilizados con anterioridad (al inicio del 
estudio de la susodicha enzima). Esto último se observa especialmente bien en el 
gráfico correspondiente a la reacción directa de la PC.  
 
• Por otra parte, la diferencia de intensidad es mucho menor con la enzima 
correspondiente a los últimos lotes adquiridos, lo que confirma la anterior 
hipótesis, ya que una menor variación en la fluorescencia es una prueba de que se 
produce mucha menos colina es decir, que la hidrólisis tiene lugar en menor 
extensión a consecuencia de una enzima con una actividad más baja.  
 
Tras comprobar que los cambios en las señales obtenidas no eran debidos a otros 
factores como la enzima ChOx, y tras realizar los experimentos con diferentes lotes 
recientes de la enzima PLDSC, se optó por aumentar la cantidad de lipasa hasta 
encontrar de nuevo las señales deseadas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura A.II.2. Pequeña optimización para adaptar la nueva actividad de la PLDSC al tipo de señal 
requerida en el proceso directo. [PC] = 5,34·10-4 mol·L-1. [Ca(II)] = 40 mmol·L-1. pH = 8. [PLDSC ] = 
625,25 U·mL-1. [ChOx]: a.) 1,6 U·mL-1 en el registro rojo;  b.) 3,20 U·mL-1 en el registro azul. λexc = 
286  nm; λem = 336  nm; ancho de banda espectral = 5 nm, en ambos monocromadores. 
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 La línea roja de la Figura A.II.2 muestra la señal obtenida para PC con 625 
U·mL-1 de PLDSC y manteniendo el resto de condiciones como las de la Figura A.II.1 
(línea azul). La cantidad de enzima se ha aumentado en 4 veces pero la señal mejora 
solo ligeramente. La línea azul de la Figura A.II.2 se corresponde con la misma 
reacción que la roja pero duplicando la cantidad de ChOx. Se observa como al aumentar 
la concentración de ChOx la señal empieza a parecerse a la buscada (similar a las 
obtenidas en los primeros experimentos). 
 
La Figura A.II.3 muestra la señal obtenida para SM en estas últimas 
condiciones. En ella se observa que la señal para SM es adecuada y coherente con la 
obtenida en el CAPÍTULO 4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura A.II.3. Efecto de las nuevas concentraciones de PLDSC y ChOx sobre la señal del proceso 
directo desarrollado con SM. [Ca(II)] = 40 mmol·L-1. [SM] = 5,11·10-4 mol·L-1. pH = 8. [PLDSC] = 
625,15 U·mL-1. [ChOx]: 3,27 U·mL-1. λexc = 286  nm; λem = 336  nm; ancho de banda espectral = 5 
nm, en ambos monocromadores 
 
Lo cierto es que no se continuó desarrollando la metodología para la 
determinación de SM. En primer lugar, porque no nos inspiraban ninguna confianza las 
variaciones en la actividad real de la enzima. Desconocemos la causa por la que la casa 
comercial no mantiene las especificaciones de la misma. En el caso de seguir 
utilizándola, sería necesario estudiar de nuevo las condiciones de la misma, al haberse 
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transformado en una completa desconocida. No obstante, el coste de trabajar con 
cantidades tan elevadas de enzima para adecuar la señal sería muy elevado, otra razón 
para no seguir trabajando con la misma.  
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DOI: 10.1039/b912063gIn this paper a mathematical model describing the non-specific interactions of the medium surrounding
a fluorophore on its fluorescence intensity is proposed. The model, which has been developed for
quantitative analytical applications, is based on the following general ideas: (1) the medium affects the
fluorescence quantum yield across the non-radiative decay constant (knr); (2) the knr can be simplified to
the singlet-to-triplet intersystem crossing (kISC) constants; (3) kISC follows the energy gap law and
then depends on the singlet and triplet energy difference, and (4) the medium, due to solvation, changes
the energy of both excited levels (singlet and triplet), then the constants and finally the fluorescence
intensity. In our model, the strength of the fluorophore solvation by the solvent (represented by its
refraction index, n, dielectric constant, 3, and electric charge) changes the singlet (excited)-to-
fundamental and the singlet-to-triplet energy gaps, thus the kISC and kIC (internal conversion constant)
values and in consequence the fluorescence quantum yield. The final model relates the fluorescence
intensity (F) with the solvent dielectric constant and refraction index. Finally, the model is
particularized for the case of a medium composed of a solvent and a solute, obtaining an F-to-solute
concentration relationship and enabling this fact to be used for analytical applications. The very
first experimental data are shown demonstrating the fulfilment of this model.Introduction
Molecular fluorescence is nowadays a fundamental instrumental
technique whose application is continuously increasing in many
science and technology branches. In spite of this, several funda-
mental aspects of this technique are not well known and need to be
studied in depth. One of the most interesting is the effect produced
by the environment surrounding a fluorophore on its fundamental
parameters, mainly the fluorescence intensity (quantum yield or
even molar absorptivity) and the excitation and/or the emission
wavelengths. These effects can be used for obtaining information
about the fluorophore itself but above all about the environment
surrounding it. From the analytical point of view, the latter is very
important because it can be used for obtaining qualitative or
quantitative information about non-fluorescent molecules
belonging to this environment. In this field, two different strategies
are being developed depending on the fluorophore–analyte chem-
ical interactions: the well-known quenching effect and another one
which can be called the ‘solvent-like’ effect.
The quenching effect is to date the most frequently used
alternative methodology. Different types of interactions such as
collisional, excimer or exciplex formation, proton or electron
transference or energy transfer are well known and most haveaAnalytical Chemistry Department, Analytical Biosensor Group (GBA),
Faculty of Sciences, Aragon Institute of Nanoscience (INA), University
of Zaragoza, 50006-Zaragoza, Spain
bInstituto de Carboquimica, Group of Chemical Technology for Separation
and Detection, 50015-Zaragoza, Spain
† Electronic supplementary information (ESI) available: experimental
details. See DOI: 10.1039/b912063g
2286 | Analyst, 2009, 134, 2286–2292been properly and mathematically described by the Stern–
Volmer or by Stern–Volmer-like equations. Several excellent
books adequately describe this phenomenon and its utilization in
different sciences.1
The solvent effect on fluorescence has been extensively studied.
Unlike the quencher, the chemical reason for the solvent effect on
fluorescence comes from the non-covalent chemical interactions,
both non-specific (London forces, dipole–dipole, dipole-induced
dipole,.) or specific (hydrogen bond,.) in nature. Different
models have been proposed for explaining these effect, but all of
them2 have been focused on how these interactions produce
wavelength shifts in the excitation and fluorescence spectra.
These studies have found many physical-chemical applications
particularly for solvent-polarity scale development using fluo-
rophores as polarity probes. In many cases, changes in the
quantum yield (fF) coming with wavelength shifts are also
observed. However, since the most of the models do not deal with
these changes, no systematic analytical use of this effect for
quantitative measurements (unlike the quenching effect) can be
found in the bibliography.3,4
In our opinion, these kinds of fluorophore–medium interac-
tions permit unique analytical methods to be developed. In this
context, Cebolla and co-workers5,6 have proposed an analytical
methodology based on fluorophore–analyte non-specific inter-
action in the solid phase as a way of detection in thin layer
chromatography (TLC). For example, alkanes6 can be detected
because they change the intensity of berberine cation fluores-
cence previously sprayed on a TLC plate.
This paper, which is theoretical in essence, tries to extend this
methodology for developing methods in solution or even solidThis journal is ª The Royal Society of Chemistry 2009
environment different from those used in TLC. In order to do
this a mathematical model is presented explaining how non-
specific solvent–fluorophore interactions affect the absorbance
and the fluorescence intensity. The ability of the solvent to
perform these kinds of interactions is given by the solvent
dielectric constant (3) and the refraction index (n), and these
properties make the solution effect on the fluorescence totally
different from that observed in the solid phase.5,6 The model is
then extended towards solutions composed of two substances,
particularly when one of them is in low concentration (the ana-
lyte). An analytical equation relating the analyte concentration
and the chemical properties of the analyte, the solvent and the
fluorophore is proposed as the quantitative basis of this new
methodology. The very first experimental results are also
included.
Throughout the paper the sub-indexes F, S and A refer to the
fluorophore, solvent and analyte (solute) respectively; in addition
the sub-indexes D and M will be used for referring to the solvent
and the whole medium (solvent plus solute) respectively.
From the analytical point of view the fluorescence intensity (F)
read in a spectrofluorometer in specific instrumental conditions is
given by:
F ¼ KinsaFfFSFCF (1)
Kins being a parameter depending on the instrumental conditions
used (monochromator slits, gain, illumination type, detector
voltage,.),7 aF the molar absorptivity at the excitation wave-
length,8 SF the shape of the fluorescence spectrum of the fluo-
rophore at the fluorescence wavelength (
X
l
SFl ¼ 1) (the SFfF
product gives the specific quantum yield at any wavelength) and
CF is the fluorophore concentration. As it is known, the fF can
be defined as:
fF ¼
kr
kr þ knr (2)
kr being the radiative constant rate and knr the global non-radi-
ative constant rate; according to eqn (2), eqn (1) can also be
formulated as:
F ¼ K insSFCF

aFk
r
kr þ knr

(3)
The medium effect on aF, k
r and knr is discussed below.Medium effect on the aF and k
r: absorbance
measurements
For a fluorophore in a condensed medium the kr is given by the
Strickler–Berg equation.9 In this equation the medium refraction
index appears both as a different term, and also hidden in other
parameters. In a very interesting article, Toptygin10 presents
a different reformulation of the kr to clearly show this depen-
dence:
kr ¼ kr,vnmf2n,m (4)
kr,v being the intrinsic radiative constant rate in the vacuum, so
that it depends solely on the fluorophore and the excitationThis journal is ª The Royal Society of Chemistry 2009wavelength, and nm being the medium refraction index. The fn,m
parameter is a function of the medium refraction index. The
exact formulation of this parameter depends on how the fluo-
rophore is considered to be immersed in the medium: super-
imposed, in a virtual spherical cavity (Lorent–Lorentz), in a real
spherical cavity (Glauber–Levenstein) or in a real elliptical cavity
(Shibuya).11 The latter is used throughout the paper:
fn;m ¼ n
2
m
ð1 LÞn2m þ L
(5)
L being a parameter related to the molecule shape (L ¼ 0.3 for
spherical molecules).
Likewise the aF dependence with the refraction index is given
by:
aF ¼ avF
f 2n;m
nm
(6)
avF being the fluorophore intrinsic molar absorptivity in the
absence of solvent (this also depends on the fluorophore and
excitation wavelength). Substitution of eqns (5) and (6) into eqn
(3) gives:
F ¼ K insSFCFavF
f 4n;m
nm f 2n;m þ
knr
kr;vF
0
BB@
1
CCA ¼ K insF f
4
n;m
nm f 2n;m þ
knr
kr;vF
0
BB@
1
CCA (7)
KinsF being a constant grouping of instrumental and fluorophore
parameters.
From eqn (6) a modification of the Lambert–Beer equation is
implicitly deduced which can be applied to any absorbent species.
According to this the general equation Abs ¼ alc, Abs changes
to:
Abs ¼ av f
2
n;m
nm
lc (8)
av being the vapour phase molar absorptivity (independent of the
solvent), l being the optical pathlength and c being the concen-
tration. From a practical point of view the term
f 2n;m
nm
is not user-
friendly but can be mathematically simplified considering that
the refraction index values are actually in the 1.35–1.75 range and
the molecules spheres (L ¼ 0.3).
f 2n;m
nm
z
1ﬃﬃﬃﬃﬃ
nm
p 0 Abs ¼ a
v
Aﬃﬃﬃﬃﬃ
nm
p lc (9)
Fig. 1 shows how this equation can be simplified, when L ¼
0.3. According to eqn (9) it is possible to use the absorbance as
a measurement of the refraction index.Medium effect on knr
There are two main general processes causing the non-radiative
decay: the internal conversion (kIC) and singlet–triplet inter-
system crossing (kISC). In some molecules there also appears
a third mechanism of non-radiative conversion due to rotational
relaxation, closely related to the viscosity of the medium;12 thisAnalyst, 2009, 134, 2286–2292 | 2287
Fig. 1 f2n,m/nm (---) and 1=
ﬃﬃﬃﬃﬃﬃ
nm
p
( ) variation with n (L ¼ 0.3). The
fn,m was calculated using eqn (5).kind of specific mechanism is important in the non-radiative
decay of molecular rotors13 but will not be considered here.
knr ¼ kIC + kISC (10)
For obtaining a mathematical formulation for both constants
the model derived by Englman and Jortner14 based on the weak
coupling limit of the energy gap law can be used.15 This equation
gives two general solutions for any knr depending on the
temperature effect. When the temperature has no effect:
k ¼ AeBDE (11)
Different authors have proposed specific formulations for
different processes and fluorophores, as, for example, KISC for
rhodamines,16 some Ruthenium(II) chelates17 or amino-
fluorenones.18
In eqn (11), A and B are two complex constants depending on
different parameters but not related to the solvent or medium
characteristics. DE is the energy difference of the states between
the non-radiative processes is carried out; throughout the paper
0, S and T represent fundamental, singlet excited and triplet
excited respectively, and then:
kIC ¼ AICF eB
IC
F
DES0 ¼ AICF eB
IC
F
ðESE0Þ (12a)
kISC ¼ AISCF eB
ISC
F
DEST ¼ AISCF eB
ISC
F
ðESETÞ (12b)
In the absence of the medium (i.e., in a vacuum) the energy of the
ground (E0
v), singlet (ES
v) and triplet (ET
v) states of the fluo-
rophore have characteristic values and then an intrinsic non-
radiative constant for IC and ISC can be defined:
kIC;v ¼ AICF eB
IC
F
DEv
S0 (13a)
kISC;v ¼ AISCF eB
ISC
F
DEv
ST (13b)
When the fluorophore is dissolved in a medium, energetic
interactions (solvation) are produced and the energy of the
ground, singlet and triplet states changes according to:
E ¼ Ev  Esol2288 | Analyst, 2009, 134, 2286–2292Esol being the energy involved in the solvation process. Since the
chemical reactivity values of the fluorophore in any state are
different, the fluorophore–solvent interaction strength is also
different as is the solvation energy. Consequently, the energy of
each state changes to a different degree to that occurring in the
vapour phase. According to this the non-radiative decay
constants of eqns (12) can be expressed as:
kIC ¼ kIC;veBICF ðEsolS Esol0 Þ (14a)
kISC ¼ kISC;veB
ISC
F

Esol
S
Esol
T

(14b)
Substitution of eqns (14a) and (14b) into eqn (10) gives the
formulation for knr.
Many of the most interesting fluorophores are those in which
the excitation processes involve n/p* transitions (aromatic
molecules containing N, S, O,. atoms). In these molecules,
according to the very well-known El-Sayed rule:19
DEST  DES0 (15)
and in consequence
kISC[ kIC
so the kISC is perhaps the most important non-radiative deacti-
vation pathway. For polycyclic aromatic hydrocarbons without
n-donating orbital the internal conversion process plays a more
important role in the non-radiative deactivation. Throughout we
will consider that chemical systems fulfil eqn (15) and then:
knr ¼ kISC;veB
ISC
F

Esol
S
Esol
T

(16)
and for systems obeying knr z kIC a similar treatment to that
shown below can be applied.
Since the solvent and the analyte effect are included into the
solvation energy (Esol), this parameter modeling is actually the key
aspect to be considered. As is well known, the Esol calculation is
a very interesting concept of the solution chemistry20 and different
equations have been proposed depending on the solvent/solute
interactions to be considered, the size and shape of the solute
molecule and the physical solvent/solute integration. As with the
refraction index (see above), most models are based on the idea
that the solvent is a continuum in which the solute is inserted as
just a point, a virtual cavity or a cavity with different shape (e.g.
spherical or spheroid). Finally, from the solvent/solute interac-
tions, the parameter representing the solvent capacity for inter-
action is nearly always the dielectric constant (i.e. the dipole
moment and the polarizability), but properties such as the ionic
charge or quadrupole moment can also be considered.21 In our
opinion the combination of the Onsager22 model (considering
polar interactions) and the Bohr model (considering ionic inter-
actions) can be used as a good initial approximation. According
to this the fluorophore molecule is in a cavity (rF being the radius),
giving polar (pF being the fluorophore dipole moment and 3m the
medium dielectric constant) and ionic (qF being the charge)
interactions. In the original model, the hydrogen bonding can be
considered by correcting the dipole moment with the Kirkwood–
Fr€ohlich23 correction factor gF.
24This journal is ª The Royal Society of Chemistry 2009
Fig. 2 (A) Dielectric constant (3m) effect on the fluorescence intensity (F)
(KinsF ¼ 1; L ¼ 0.3; nm ¼ 1.35; YISCF ¼ 1; PSTB ¼ 3). (B) % Fluorescence
intensity increment versus dielectric constant (considering the F value for
3m ¼ 2 as a reference) for different n values: nm ¼ 1.35 (---); nm ¼ 1.55
(/); nm ¼ 1.75 ( ) (KinsF ¼ 1; L ¼ 0.3; YISCF ¼ 1; PSTB ¼ 3).Esol ¼ EsolOnsager þ EsolBohr
¼ gFp
2
F
r3F

3m  1
23m þ 1

1 2

3m  1
23m þ 1

n2m  1
n2m þ 2
þ q3F
rF

3m  1
23m þ 1

(17)
Taking this into account, the solvation energy difference between
the different states can be expressed as:
EsolS  EsolT ¼
 
gSF

pSF
2
r3F
 g
T
F

pTF
2
r3F
!  3m  1
23m þ 1

1 2

3m  1
23m þ 1

n2m  1
n2m þ 2

þ
 
qSF
3
rF


qTF
3
rF
!
3m  1
23m þ 1

For the case in which the fluorophore electric charge does not
change during the process (no charge transfer processes occur)
EsolS  EsolT ¼
 
gSF

pSF
2
r3F
 g
T
F

pTF
2
r3F
!  3m  1
23m þ 1

1 2

3m  1
23m þ 1

n2m  1
n2m þ 2

¼ PSTf3n
(18)
PST being a term grouping the fluorophore polarity character-
istics (the first bracket) and f3n being a term dependent on the 3m
and nm. A similar equation for the ground-excited singlet
transition, replacing PST by the corresponding PS0 can be
obtained. Substitution of eqn (18) in eqn (16) gives the desired
model for knr,
knr ¼ kISC;vePSTB f3n (19)
in which PSTB is grouping the P
STand the BISCF factors.Fig. 3 Refraction index (nm) effect on the fluorescence intensity (F) for
different 3m values: 3m ¼ 5 ( ); 3m ¼ 10 (/); 3m ¼ 20 (---); 3m ¼ 40
( ) (KinsF ¼ 1; L ¼ 0.3; YISCF ¼ 1; PSTB ¼ 2).The general model
Combination of eqns (7) and (19) gives the general fluorescence
model

YISCF ¼
kISC;v
k
r;v
F

.
F ¼ K insF
 
f 4n;m
nm f 2n;m þ YISCF eP
ST
B
f3n
!
(20)
In our view, one of the stronger points of the model is that it
permits the medium and the fluorophore characteristics to be
evaluated separately.
Regarding the medium characteristics, Fig. 2A shows the
effect of the 3m on the fluorescence intensity. According to the
model, the fluorescence is exponentially affected by increasing
the 3m values. This effect slightly depends on the medium
refraction index. In Fig. 2B the 3m effect is represented for
different nm values. In this figure the y-axis gives the % fluores-
cence decrease with respect to the value obtained for 3m ¼ 2
(which represents the practical 3m lower limit value). In conclu-
sion, the fluorescence intensity variation can be used as a dielec-
tric constant probe for a medium.This journal is ª The Royal Society of Chemistry 2009Fig. 3 shows the refraction index effect on the fluorescence
intensity. This figure indicates that the quantitative effect is not
very high. However, for low 3m values the fluorescence intensity
grows with nm up to a maximum (nmax) after which the fluores-
cence intensity decreases with nm. The nmax depends on the 3m
value and also on YISCF and P
ST
B . As can be seen in Fig. 3 the
higher the 3m the lower the nmax.
From these results it emerges that the fluorescence can be used
for measuring the medium refraction index. However, dependingAnalyst, 2009, 134, 2286–2292 | 2289
on the fluorophore used, a higher fluorescence intensity means
a lower or a higher medium refraction index.
As has been stated, 3m and nm medium variations can be sensed
by changes in the fluorescence intensity. Since these values are
usually limited to those presented in Fig. 2 and Fig. 3 (nm usually
ranges from 1.35 to 1.75, and 3m usually ranges from 2 to 90),
the real effect of both upon the fluorescence intensity depends
on the intrinsic fluorophore capacity which is given by both
PSTB and Y
ISC
F .
PSTB gives the polarity difference between the fluorophore
singlet and triplet states (see eqn (18)), and its effect is not in fact
intuitive. It is known that the higher the molecule polarity the
stronger the interaction with its environment and the higher the
energy lost by solvation. If we consider a fluorophore having
a high PSTB , the solvent will interact with the molecule in the
singlet excited state more strongly than in the triplet state. Then
the energy of the singlet state becomes reduced to a greater extent
than that of the triplet state so that finally the energy gap between
both states decreases, the intersystem crossing increases and the
fluorescence decreases. In consequence, in order to obtain the
same fluorescence intensity in several fluorophores having
different PSTB values, solvents with different polarities need to be
added in such a way that the higher the PSTB the higher the
solvent 3m. Fig. 4A shows this effect.
In spite of the great effect that the fluorophore PSTB exerts on
its ability to sense the environment polarity, the fluorophore YISCFFig. 4 (A) 3m and P
ST
B combined effect on the F values: P
ST
B ¼ 0.5
( ); PSTB ¼ 1 ( ); PSTB ¼ 1.5 (/); PSTB ¼ 2 (---); PSTB ¼ 2 ( )
(KinsF ¼ 1; L¼ 0.3; PSTB ¼ 1; nm¼ 1.35). (B) 3m and YISCF combined effect on
the F values: YISCF ¼ 0.01 ( ); YISCF ¼ 0.1 ( ); YISCF ¼ 1 (/); YISCF ¼ 3
(---); YISCF ¼ 10 ( ) (KinsF ¼ 1; L ¼ 0.3; PSTB ¼ 1; nm ¼ 1.35).
2290 | Analyst, 2009, 134, 2286–2292is able to move this effect on the F scale and then is able to
modulate the final result. Fig. 4B shows the results obtained for
different YISCF values.
Finally, the fluorophore effect is also included in the KinsF (see
eqn (7)), but this is not relevant from the point of view of the
solvent effect.
In order to test this model experimental results are needed.
Here we present preliminary results obtained using coraline as
a fluorophore. Since the PSTB and Y
ISC
F are not known, eqn (20)
was rearranged to:
f 4n;m
F
¼ nm f
2
n;m
K insF
þ Y
ISC
F
K insF
eP
ST
B
f3n (21)
It was not possible to find a set of solvents in which coraline is
soluble and having different 3m values and the same n values.
Instead, eight solvents were chosen having broadly similar nm
values (ranging from 1.37 to 1.44) and different 3 values (ranging
from about 5 to 80) were chosen; in these conditions, the term
nmf
2
n,m does not change very much. A calibration line of fluo-
rescence intensity versus coraline concentration was performed in
each solvent and the slope of the calibration line was chosen as
the best estimation of the F value. According to eqn (21),
f 4n;m
F
was
represented versus f3n and the result obtained is shown in Fig. 5.
Since according to the model a decay-exponential line should be
obtained, the experimental results obtained properly fit the
model.†Fig. 5 Model validation using coraline as a model and the following
solvents: 1: CHCl3 (n ¼ 1.446; 3 ¼ 4.9); 2: glacial acetic acid (n ¼ 1.372; 3
¼ 6.2); 3: CH2Cl2 (n ¼ 1.424; 3 ¼ 38.9); 4: acetonitrile (n ¼ 1.344;
3 ¼ 36.0); 5: methanol (n ¼ 1.329; 3 ¼ 32.7); 6: formic acid (n ¼ 1.371;
3 ¼ 51.1); 7: bidistilled water (n ¼ 1.333; 3 ¼ 78); 8: dimethyl sulfoxide
(n ¼ 1.477; 3 ¼ 46.4) (see ESI for experimental details†). The fn,m was
calculated using eqn (5).The solute concentration effect. An analytical model
In this section a model relating the F with a medium containing
two species is presented. The model described by eqn (20) can be
extended to a two-component system in two main ways.
(1) Relating the 3m and nm to the analyte concentration (CAn).
There are different alternatives for modeling the 3m depending on
whether the dielectric constants of the individual components
are known (macroscopic approximation models) or not
(fundamental models). The fundamental category includes, forThis journal is ª The Royal Society of Chemistry 2009
Fig. 6 (A) Theoretical calibration lines obtained for different DFAn,D
values: DFAn,D ¼ 5 ( ); DFAn,D ¼ 3 ( ); DFAn,D ¼ 1 (/); DFAn,D
¼ 1/3 (---); DFAn,D ¼ 1/7 ( ) (KPS ¼ 1). (B) Theoretical calibration
lines obtained for different KPS values: KPS ¼ 7 ( ); KPS ¼ 5 ( );
KPS ¼ 3 (/); KPS ¼ 1 (---); KPS ¼ 1/3 ( ) (DFAn,D ¼ 2).example, the very well-known model by Onsager.17 In the
macroscopic approximation models, different degrees of
approximations can be applied; for example, when the 3m is
assumed to be defined as the solution dielectric displacement (D)
to electric field quotation then:25
3m ¼ 3D + (3An  3D)XV,AnjAn
XV,An being the solute volume fraction and jAn being the solute
field ratio, a parameter depending on the size and the shape of the
analyte (solute) molecule and the dielectric constant of the
medium surrounding the analyte (3*). Other models just consider
that 3m can be obtained from the volume molar fractions of the
corresponding mixture components:26
3m ¼ XV,D3D + XV,An3An (22a)
In the case of nm and since the n
2 corresponds to the 3 in the
high frequency region (3N) similar alternatives can also be
applied:27
n2m ¼ XV,Dn2D + XV,Ann2An (22b)
(2) Relating the fluorescence intensity obtained when only the
solvent (FD) or the analyte (FAn) are present. In this case the
mixing fluorescence is given by:
F ¼ XDFD + XAnFAn (23)
with the FD and FAn values corresponding to those obtained
when the 3 and n of the solvent and the analyte respectively are
considered. This approximation gives a simpler mathematical
calculation than that described by eqns (22) and will be consid-
ered here.
In many cases it is usual that selective solvation to one of
the mixture components will be observed. As it is well known,
different models can be applied to consider this effect. A
simpler model that can be used when the dielectric constant
and the refraction index of the mix obey eqns (22) is based on
the consideration that the observed fluorescence is obtained by
the solvent and the solute local molar fractions (XD,loc and
XAn,loc) which highlight this preferential solvation.
28 In fact,
these local molar fractions are in equilibrium with the bulk
molar fractions, KPS being the preferential solvation constant
given by:
KPS ¼ XAn;locXD
XD;locXAn
(24)
When KPS ¼ 1 no preferential solvation occurs; when KPS > 1 the
fluorophore is preferentially solvated by the analyte; and for KPS
< 1 preferential solvation by the solvent appears. Combining
eqns (23) and (24) gives:
F ¼ FD þ KPSðFAn  FDÞXAn
1þ XAnðKPS  1Þ (25)
Obviously, the KPS depends on the solvent, the solute and the
fluorophore. Eqn (18) permits the FAn and FD values to be
evaluated from thermodynamic data; when these data are not
available, the FD can be experimentally obtained. However, since
the analyte is usually solid the FAn has to be obtained from eqnThis journal is ª The Royal Society of Chemistry 2009(25). In order to do that this, the equation is rearranged as
follows:
F  FD
FD
¼

FAn  FD
FD

KPSXAn
1þ XAnðKPS  1Þ
0 DF ¼ DFAn;DKPS XAn
1þ XAnðKPS  1Þ
(26)
The model described in eqn (26) admits, for low analyte
concentrations, a later simplification to a linear relationship
between DF and XAn more appropriate for the analyte determi-
nation:
1 + XAn(KPS  1)[ 10 DF ¼ DFAn,DKPSXAn (27)
As can be seen, the method sensitivity is given by DFAn,DKPS, and
the linear range depends on the XAn values fulfilling eqn (27).
In Fig. 6A the theoretical DF versus XAn variation obtained for
different DFAn,D values and for a given KPS is observed. As can
be seen, the higher the DFAn,D, the higher the sensitivity;
however, the linear range does not suffer variation.
Fig. 6B shows how the KPS affects the method for a given
DFAn,D. From this figure it can be deduced that the higher the
KPS the higher the sensitivity; on the other hand the linear
response range increases as the KPS approaches to 1.
The model described by eqn (27) has been tested first for
methanol/dodecanol mixtures. Here the dodecanol acts as theAnalyst, 2009, 134, 2286–2292 | 2291
Fig. 7 Analytical model validation using 1-dodecanol as the analyte and
methanol as the solvent using three fluorophores: (A) berberine; (-)
auramine; and (:) coptisine (see ESI for experimental details†).analyte and the methanol as the solvent. The results obtained for
three fluorophores, berberine, auramine and coptisine, repre-
senting the most usual behaviors which could be observed, are
shown in Fig. 7 (see ESI for experimental details†).
As can be seen, berberine gives a linear representation for the
whole concentration range tested (0.14 corresponding to the
dodecanol solubility limit). This result indicates that KPS is close
to 1, so no preferential solvation by methanol or dodecanol
occurs. For auramine, the results indicate that the slope of the
linear range is similar to that of berberine, but preferential
solvation occurs. Finally, in addition to the fact that there is no
preferential solvation, a lower DFAn,D is observed for coptisine.
Obviously, from the point of view of dodecanol determination,
berberine gives the most interesting results.
Conclusions
The mathematical model described by eqn (20) permits the
medium effect on the fluorescence intensity to be explained. This
model tries to be of general application for any fluorophore and
for any solvent whenever non-specific interactions are being
produced between them. The described model has been partic-
ularized towards systems containing a solvent mix or a solvent–
solute solution (see eqn (26)); this situation is very important for
analytical chemistry and permits the use of this effect as a new
quantitative tool.
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a b s t r a c t
Changes in emission of berberine cation, induced by non-covalent interactions with lipids on silica gel
plates, can be used for detecting and quantifying lipids using ﬂuorescence scanning densitometry in
HPTLC analysis. This procedure, referred to as ﬂuorescence detection by intensity changes (FDIC) has
been used here in combination with automated multiple development (HPTLC/AMD), a gradient-based
separation HPTLC technique, for separating, detecting and quantifying lipids from different families.
Three different HPTLC/AMD gradient schemes have been developed for separating: neutral lipid fami-
lies and steryl glycosides; different sphingolipids; and sphingosine–sphinganine mixtures. Fluorescent
molar responses of studied lipids, and differences in response among different lipid families have been
rationalized in the light of a previously proposed model of FDIC response, which is based on ion-induced
dipole interactions between the ﬂuorophore and the analyte. Likewise, computational calculations using
molecular mechanics have also been a complementary useful tool to explain high FDIC responses of
cholesteryl and steryl-derivatives, and moderate responses of sphingolipids. An explanation for the high
FDIC response of cholesterol, whose limit of detection (LOD) is 5ng, has been proposed. Advantages and
limitations of FDIC application have also been discussed.
© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
A number of phenomena giving increases in ﬂuorescence emis-
sion intensity involving no apparent chemical reaction have long
been in use as physical, non-destructive thin-layer chromatog-
raphy (TLC) detection methods. Thus, increases in emission of
ﬂuorophores in the presence of a broad variety of compounds have
been extensively used through indirect detection in TLC, either
for detecting non-ﬂuorescent lipophylic compounds [1–12] or for
improving sensitivity of the ﬂuorophores themselves when they
are the target analytes [13–22].
In previous papers it could be demonstrated that ionic ﬂuo-
rophores, e.g., berberine or coralyne cations, have been useful for
sensitively detecting and quantifying by TLC chromophore-free
molecules or compounds that have poor absorption properties
[23–26]. As an example, a TLC-method has been developed for
separating and determining saturated hydrocarbons in fossil-fuel
∗ Corresponding author. Tel.: +34 976733977; fax: +34 976733318.
E-mail address: vcebolla@icb.csic.es (V.L. Cebolla).
products by ﬂuorescence scanning densitometry, through pre- or
post-impregnation of silica gel plates using berberine or coralyne
salts [27].
Likewise, it has been shown that these cationic ﬂuorophores
give changes in emission in the presence of virtually any compound
[25,26]. They experience ﬂuorescence increases in the presence of
lipophylic compounds, and ﬂuorescence quenching in the case of
molecules with high polarity.
We studied the nature of this ﬂuorescent emission as, for a long
time, no thorough explanation had been proposed for indirect ﬂu-
orescent detection in TLC.
Molecular simulation and analysis ofmolecular orbitals demon-
strated that these phenomena are governed by weak, non-covalent
interactions [23–25]. Thus, berberine or coralyne cations behave as
a probe that experiences changes in its emission (enhancement or
quenching) in the presence of analytes through the non-covalent
interactions established in its microenvironment.
Computational results suggested that enhancements in ﬂuores-
cent signal are consequence of the interaction between the cationic
ﬂuorophore and the hydrocarbon chain of analytes which isolates
the ﬂuorophore in an apolar microenvironment. This protects it
from polar nonradiative decays. A model was proposed for this
0021-9673/$ – see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.chroma.2010.11.033
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ion-induced dipole interaction, which accounted for experimental
results [23,24].
These changes in emissionused in silica gelmediumare referred
here as FDIC, i.e. ﬂuorescence detection by intensity changes, as a
general detection procedure for thin-layer chromatography.
Previousworkspointedout that lipids canalsobedetectedusing
berberine and coralyne-FDIC [23,26]. The aim of this work is to
develop original HPTLC-based methods for separating lipids, using
FDIC for detection. FDIC is used here in combination with differ-
ent automated multiple development (HPTLC/AMD) strategies for
separating lipids of interest: (a) neutral lipid families and steryl-
glycosides; (b) different sphingolipids which are directly involved
in the diagnosis of human diseases resulting from abnormal accu-
mulations of membrane lipids related with human diseases [28];
and (c) mixtures of sphingosine and sphinganine, whose ratio is
considered as a biomarker to evaluate exposure to toxic fumonisins
[29].
An in-depth studyof FDIC responseof saturatedandunsaturated
lipids belonging to mentioned lipid families has been intended in
this work. Fluorescent molar responses of lipids and difference in
response among different lipid families have been rationalized in
the light of thepreviouslyproposedmodel andalsousingmolecular
mechanics-based computational calculations. Finally, advantages
and limitations of FDIC application are discussed.
2. Experimental
2.1. Fluorophores
Berberine sulfate (>95+%; CAS number: 633-66-9) was from
Sigma–Aldrich, Steinheim, Germany). Its chemical structure is
depicted in Fig. 1 (1).
2.2. Standards and mixtures
The following standards were purchased from Sigma–Aldrich,
Inc. Saint Louis, USA, unless otherwise stated. Structures of steryl
glycosides and sphingolipids standards and their corresponding
names are given in Fig. 1. Bold numbers in text refer to correspond-
ing structures in Fig. 1.
- Neutral lipids and steryl glycosides: cholesteryl oleate (C18:1,
cis-9; 98%; [303-43-5] CAS); oleic acid methyl ester (C18:1, cis-
9; ≥99%; [112-62-9] CAS); cholesterol (≥99%; [57-88-5] CAS;
glyceryl tristearate (99%; [555-43-1] CAS); 1,3-distearoyl-rac-
glycerol, (≥99%; [504-40-5] CAS); stearic acid (C18:0); oleic
acid (C18:1, cis-9; ≥99% [9000-69-5] CAS; palmitic acid (C16:0;
≥99%; [57-10-3] CAS); linoleic acid (C18:2, cis-9, cis-12; ≥99%;
[60-33-3] CAS); 1-oleoyl-rac-glycerol (99%; [111-03-5] CAS); 1-
stearoyl-rac-glycerol (≥99%; [123-94-4] CAS);2, steryl glycosides
(98+%; from Matreya, PA, USA); 3, esteriﬁed (palmitoyl) steryl
glycosides (98+%; from Matreya, PA, USA).
- Sphingolipids: 4, ceramide, with mostly non-hydroxy acyl groups
(stearoyl, 98+%; [2304-81-6] CAS from Matreya); 5, glycosyl
ceramide (98%); 6, lactosyl ceramide (98+%; [4682-48-8] CAS
from Matreya); 7, ceramide trihexosides (CTH; 98+%; [71965-57-
6] CAS from Matreya); 8, d-sphingosine (99%; [123-78-4] CAS);
9, DL-erythro-dihydrosphingosine (sphinganine) (>99%; [3102-
56-5] CAS; from Fluka, Stenheim, Germany); 10, sphingomyelin
(≥97%;[85187-10-6] CAS).
Table 1
AMD solvent gradient conditions for separating neutral lipids and steryl glycosides.
MeOH
(vol%)
t-Butyl methyl
ether (vol%)
n-Heptane
(vol%)
Migration
(mm)
Step 1 20 80 0 20.0
Step 2 10 90 0 30.0
Step 3 0 100 0 60.0
Step 4 0 60 40 70.0
Step 5 0 50 50 80.0
2.3. Planar chromatography experiments
2.3.1. Plates
High-performance silica gel HPTLC plates, on glass, 10×20 cm;
3–10m particle size; 60 A˚ pore size; 0.2mm thick layer), from
Merck (Darmstadt, Germany) were used. Before using, plates were
developed (9 cm) with tetrahydrofuran (THF). In the case of sph-
ingolipid analysis, a second development (9 cm) with methanol
(MeOH) was performed.
2.3.2. Sample application
Samples were dissolved in a 1:1, v/v mixture of HPLC-grade
dichloromethane (DCM, 99.5%) and methanol (MeOH, 99.9%), both
from Scharlau, Barcelona, Spain). They were applied using the
Automatic TLC Sampler 4 (Camag, Muttenz, Switzerland), as 4mm
bands. Typically, up to 28 samples were applied on the same plate
with a distance of 2.5mm between tracks. Two tracks were always
kept free of application, as blank runs.
The ﬁrst application position was 20mm (x coordinate), and the
distance from lower edge of plate was 10mm (y coordinate).
Typical application volumes were between 0.1 and 1L, and
concentrations range from 1 to 4mgmL−1.
2.3.3. Chromatographic development
An Automatic Multiple Development (AMD2) system (Camag,
Muttenz, Switzerland) was used. This equipment operates as fol-
lows: before introduction into a vacuum-tight chamber, themobile
phase for each development is automatically prepared by mixing
appropriate portions fromup to ﬁve different solvents. Chromatog-
raphy ismonitored, and the run stopswhen the selecteddeveloping
distance is reached. The remaining solvent is withdrawn from the
chamber by vacuum, and the plate is completely dried. While vac-
uum is released the plate can be preconditioned via the gas phase,
leaving the system ready for the next development step.
An HPTLC/AMD run is deﬁned by four parameters: number of
steps; distance per step (mm step−1) gradient (initial mobile phase
composition: ﬁnal mobile phase composition; or mobile phase
composition of each step); and total developing distance (in mm).
Operating conditions for mixtures were:
- for neutral lipids and steryl glucosides: see Table 1 for conditions.
HPLC-grade tert-butyl methyl ether (99.9%), n-heptane (99%),
and MeOH were purchased from Panreac (Barcelona, Spain) and
Scharlau (Barcelona, Spain), respectively;
- for sphingolipids: a linear gradient of MeOH–DCM, from 80:20 to
0:100, v:v, in17 steps (3mmstep−1), over76mmtotal developing
distance;
- for mixtures of sphingosine and sphinganine: MeOH–DCM, from
70:30 to 60:40, v:v, in 24 steps (12 steps at 70:30 and 12 steps at
60:40; 2mm step−1), over 65mm total developing distance.
2.3.4. UV and ﬂuorescence scanning densitometry
A TLC Scanner 3 (Camag, Mttenz, Switzerland) was used in
UV and ﬂuorescence modes. The plates were post-impregnated
by dipping using a Camag Chromatogram Immersion Device III.
Impregnationwas carried out using solutions of berberine cation in
Author's personal copy
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Fig. 1. Chemical structures of berberine cation (1) and lipids (2–10; see bold numbers in text).
MeOH (60–240mgL−1). Excitation wavelength was 365nm. Emis-
sion was collected at wavelengths longer than 400nm.
2.4. Computational studies
Geometries of complexes formed by berberine cation and some
lipids have been optimized by molecular mechanics (MM) calcu-
lations. They were carried out with the OPLS 2005 force ﬁeld as
implemented in the MacroModel package [30], which is integrated
through the Maestro v 9.0 graphical interface (Schrödinger 2009
suite for molecular model, Schrödinger, New York).
Given the size of the structures, the optimal conformations
were located using Monte Carlo simulations. Since FDIC also occurs
in solution, silica–berberine or silica–lipid interactions were not
included at this stage of our computational analysis.
3. Results
3.1. Separation and detection of neutral lipids and steryl
glucosides
HPTLC/AMD is a gradient elution technique for thin-layer
chromatography in which successive runs are performed with
decreasing solvent strength and increasing developing distance
[31]. HPTLC/AMD, under the conditions reported in Table 1, has
been a useful tool for separating the main families of neutral lipids
and steryl glycosides.
Fig. 2 shows FDIC-berberine (120mgL−1, exc = 365nm) and UV
(at 190nm)HPTLC chromatograms resulting of separation of lipids.
They include representatives of different classes of neutral lipids:
cholesteryl and fatty acid methyl esters, cholesterol, triglycerides,
diglycerides, fatty acids, monoglycerides, esteriﬁed steryl glyco-
sides, and steryl glycosides, which are cited in order of decreasing
migration distance under the chosen HPTLC/AMD conditions.
In Fig. 2A, it can be observed that FDIC-berberine allows the
detection of saturated fatty acids,mono-, di-, and triglycerides to be
carried out. Saturated lipids cannot be detected by UV (see Fig. 2B).
All studied neutral lipids and steryl-glycosides have been detected
by FDIC.
Fig. 2 includes peaks corresponding to individual applications of
standards under the described HPTLC/AMD conditions. This illus-
trates the different FDIC responses for different saturated lipids of
a given family, and differences in detection between FDIC and UV.
Separation of these lipid families has also been carried out from
mixtures of these lipids. In HPTLC/AMD runs, the distance that a
given compound migrates before stopping is largely independent
of the sample matrix and repeatability of migration distances has
been ±0.45mm.
As shown in the calibration curves depicted in Fig. 3A, FDIC-
response for cholesterol is much higher than UV response. FDIC-
Table 2
LODa of several lipids (g)b using UV (190nm) and FDIC-berberine.
FDIC-berberine UV
1-Oleoyl-rac-glycerol 0.15 0.15
1-Stearoyl-rac-glycerol 0.05 Not detected
1-Palmitoyl-rac-glycerol 0.05 Not detected
1-Monopalmitoleoyl-rac-glycerol 0.10 0.10
Steryl glycoside 0.005 0.10
Cholesterol 0.005 0.10
a LOD was calculated from S/N≥3 (S is Area in A.U.).
b AMD solvent gradient conditions as speciﬁed in Table 1.
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Fig. 2. FDIC-berberine (A) and UV (B). HPTLC chromatograms of: steryl glycosides
(a), esteriﬁed steryl glycosides (b), 1-oleoyl-rac-glycerol (c), 1-stearoyl-rac-glycerol
(d), linoleic acid (e), oleic acid (f), palmitic acid (g), stearic acid (h), cholesterol (i),
disteroyl-rac-glycerol (k), glyceryl tristearate (m), cholesteryl oleate (n), andmethyl
oleate (o). Sample load of each: 3g. Application point at 10nm; AMD conditions in
Table 1; UV at 190nm; FDIC-berberine (120mgL−1) at exc = 365nm; em >450nm.
berberine allows cholesterol to be detected with high sensitivity,
with a limit of detection (LOD) of 0.005g as reported in Table 2.
Fig. 3B shows a detail of calibration curve at low cholesterol loads.
In addition to cholesterol, LOD of several lipids, obtained from
both UV and FDIC-berberine, are also given in Table 2. Values have
been obtained considering a signal-to-noise ratio equal or higher
than 3.
LOD of cholesterol, steryl glycoside and unsaturated monoglyc-
erides obtained using UV are in the range 0.10–0.15g (as effective
mass applied). Saturated monoglycerides are not detected by UV.
LOD values obtained from FDIC-berberine detection can be clas-
siﬁed in three ranges: those of the unsaturated monoglycerides
are between 0.10 and 0.15g, a limit of detection similar to that
obtained in the UV case; those of saturated monoglycerides are
0.05g; and those of cholesterol and steryl glycoside are 0.005g.
Fig. 4 shows the corresponding berberine-FDIC calibration
curves for these lipids. Table 3 shows the analytical responses (Area
mass−1), molar responses (Area mol−1), and polarizabilities (˛, in
Å3) of several cholesterol derivatives and monoglycerides. Polar-
Fig. 3. (A) UV () and FDIC-berberine (©) calibration curves for cholesterol. (B)
Detail of the 0.0–0.1g zone of FDIC-berberine curve (r2 = 0.9986). Conditions as in
Fig. 2.
izability measures the ease with which the electron cloud of a
molecular entity is distortedbyanelectric ﬁeld, suchas that created
owing to the proximity of a charged reagent. It is experimentally
measured as the ratio of induced dipole moment (ind) to the ﬁeld
E that induces it (˛=ind/E).
Responses reported inTable3havebeenobtained fromthe same
sample load (0.1g), which is in the linear range for the studied
compounds.
Studied cholesteryl- and steryl (2,3)-derivatives share the same
hydrocarbon ring although have a 8 and 10C atom-hydrocarbon
tails, respectively. These compounds and pure cholesterol have
the highest FDIC responses among the molecules studied in this
work. Their responses are higher than those of previously studied
n-alkanes. It was previously reported that long-chain alkanes have
Fig. 4. FDIC-berberine calibration curves for cholesterol (©), 1-oleoyl-rac-glycerol
(♦), 1-stearoyl-rac-glycerol (), 1-palmitoyl-rac-glycerol (), 1-palmitoleoyl-rac-
glycerol (×). Detail of the 0.0–0.5g zone of calibration curves (r2 = 0.998).
Conditions as in Fig. 2.
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Table 3
Analytical responses (Area mass−1), molar responses (Area mol−1), and polarizabilities (˛, in Å3) and molecular weight (MW) of several cholesteryl, steryl derivatives, and
monoglycerides using FDIC-berberine.a
Area mass−1 (A.U. g−1) Area mol−1 (A.U.) ˛ (Å3) MW
Cholesteryl oleate 16,074 10.5 80.69 651.10
Esteriﬁed (palmitoyl)-steryl glucoside 8140 6.6 94.09 815.26
Cholesterol 16,500 6.4 47.56 386.65
Steryl-glycoside 5760 3.3 64.59 576.85
1-Stearoyl-rac-glycerol 6563 2.35 41.28 358.56
1-Palmitoyl-rac-glycerol 3616 1.19 37.61 330.50
1-Oleoyl-rac-glycerol 3026 1.08 41.30 356.54
1-Monopalmitoleoyl-rac-glycerol 1172 0.38 37.64 328.49
a Conditions: 0.1g sample load; AMD: 1 step, MeOH–tert-butyl methyl ether (20:80, v/v), migration distance: 20mm; detection: FDIC-berberine 120mgL−1.
a sensitive FDIC response. Cholesterol gives a higher FDIC response
(6.4 Area mol−1 units) than, for example, n-octadecane (1.2 Area
mol−1 units) although the latter has one carbon atom more (28 vs.
27).
Concerning cholesteryl and steryl-derivatives, analytical FDIC
responses, expressed as Area mass−1, are higher for choles-
terol and cholesteryl oleate than for steryl glycosides. However,
molar responses rather than analytical ones should be consid-
ered to understand the mechanism of FDIC response. Molar
response of these derivatives decreases in the order: cholesteryl
oleate > esteriﬁed steryl glycoside > cholesterol > steryl glyco-
side.
Monoglycerideshave lower FDIC responses than cholesteryl and
steryl derivatives. Responses for monoglycerides are in the order:
C18:0 >C18:1∼C16:0>C16:1.
Relationships between lipid structure and properties, and FDIC
response are discussed below.
3.2. Separation and detection of sphingolipids
Fig. 5 shows the corresponding UV and berberine-FDIC
chromatogramsof anHPTLC/AMDseparationof sphingolipids. Sep-
aration of sphingomyelin (a), sphingosine (b), CTH (c), lactosyl
ceramide (d), glycosyl ceramide (e), and ceramide (f) has been car-
ried out using a 17-step, universal gradient scheme (MeOH–DCM,
from80:20 to 0:100) as described in Section 2.3.3. These conditions
have been applied to individual standards and standard mixtures.
Application to test its general performance regarding real samples
(e.g., urine) is in progress.
Separation on silica gel plates has been carried out according
lipid polarity. Under the conditions used, ceramides containing dif-
ferent number and nature of sugar units have been separated: CTH
(3 units), lactosyl ceramide (2 units) and glycosyl ceramide (1 unit).
Fig. 5 shows that FDIC-berberine also provides positive peaks for
sphingolipids under the studied berberine concentrations although
responses are lower than in the case of neutral lipids. In general,
FDIC for polar lipids seems to be less sensitive than for apolar ones.
Fig. 5 shows, for comparative purposes, the chromatographic peak
of cholesterol together with those of sphingolipids for the same
sample load.
It has been reported [25] that highly polar compounds produce
loss in FDIC signal and even a ﬂuorescent quenching with regard to
the baseline. Response loss for polar lipids is particularly remark-
able in our case for CTH with regard to ceramide.
As in the case of saturated neutral lipids, non-absorbing sph-
ingolipids can also be detected by FDIC. An example of this is
presented in Fig. 6 where UV and FDIC-berberine chromatograms
of a mixture containing sphingosine (8) and sphinganine (9) are
presented.
In sphingolipid-related samples, sphingosine is usually accom-
panied by sphinganine which only differs from it by the absence of
the only double bond in its structure. Therefore sphinganine is not
detected by UV under HPTLC detection conditions but it is using
FDIC-berberine.
Despite their structural similarity, these compounds migrate
with different speed and hence the mixture has been separated
on silica gel plates under the HPTLC/AMD conditions described in
Fig. 6, i.e. using a MeOH–DCM gradient from 70:30 to 60:40, v:v, in
Fig. 5. FDIC-berberine (A) and UV (B). HPTLC chromatograms of: sphingomyelin (a),
d-sphingosine (b), CHT (c), lactosyl ceramide (d), glycosyl ceramide (e), ceramide
(f), cholesterol (g). Sample load of each: 1.7g). See AMD conditions in Section 2.
FDIC-berberine (200mgL−1). All other conditions are as in Fig. 2.
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Fig. 6. FDIC-berberine (A) and UV (B). HPTLC chromatograms of a mixture contain-
ing: sphinganine (a), 6.96g, and sphingosine (b) 13.84g. See AMD conditions in
Section 2. All other conditions are as in Fig. 2.
24 steps (2mm step−1), over 65mm total developing distance (see
Section 2.3.3).
There exist other pairs of lipids that, although having a sim-
ilar structural analogy to that of sphingolipids mentioned, i.e., a
polar head and adouble bond, however shownodifferences in their
migrationonsilica gel andhence cannotbe separated (e.g., oleic and
stearic acid). However in the case of sphingosine and sphinganine,
the observed differences in migration may be due to conjugation
of the double bond with the lipid polar head. These differences are
evidenced under the used AMD gradient conditions and the effect
of successive focalization steps.
4. Discussion
4.1. General explanation of increases in emission of berberine
cation in the presence of lipids
It was proposed in previous papers that non-speciﬁc, elec-
trostatic interactions between ionic ﬂuorophores and polarizable
hydrocarbon chain of analytes are responsible of emission
increases.
In this way, electrostatic interactions between probe and the
corresponding hydrocarbon chain of the lipid contribute to the efﬁ-
ciency of the ﬂuorescence emission, creating a microenvironment
that isolates the ﬂuorescent probe and prevents non-ﬂuorescent
decay mechanisms, decreasing the value of the nonradiative decay
rate knr in quantum yield equation
˚ = kr
kr + knr
where kr is the emissive rate of the ﬂuorophore and knr stands
for the grouped rate constants of all possible non-radiative decay
processes.
At a given concentration, the intensity enhancement of ﬂu-
orescence is linearly dependent on ˛ of the neutral molecule
surrounding the probe [23–26].
On the other hand, if the analyte may establish speciﬁc
donor–acceptor interactions with the ﬂuorophore, a decrease of
emission or even a quenching may occur [23–26].
In general, lipids have high values of ˛ and therefore give sensi-
tive FDIC responses. Electrostatic interactions were also evidenced
by analysis of molecular orbitals and molecular mechanics [23].
4.2. FDIC responses of neutral lipids and steryl glycosides
For a given family of lipids, the longer and more polarizable
the aliphatic chain in the analyte, the larger the electrostatic
interaction with cationic ﬂuorophore, the larger the protective
effect, and therefore the higher the ﬂuorescent response. As an
example, this can be observed for monoglycerides in Table 3.
In the case of saturated monoglycerides, ˛ and FDIC response
of C18:0 are higher than those of C16:0. The same for unsat-
urated C18:1 and C16:1 monoglycerides. On the other hand,
saturated monoglycerides give higher responses than unsaturated
ones.
Within neutral lipids, cholesteryl and steryl-derivatives give the
highest responses among the studied compounds.
We optimized atMM level of theory (OPLS 2005 force ﬁeld, vide
supra) the geometries of the complexes formed by berberine and
cholesteryl oleate, steryl glycoside and esteriﬁed steryl glycoside.
The most stable, energetically most favourable geometries found
after intensive conformational search (vide supra) are shown in
Fig. 7.
Results show a considerable conformational rigidity of berber-
ine, thus indicating that the response for the different derivatives
of a given family must not be due to signiﬁcant changes in the
berberine geometry on passing from one compound to another.
Likewise, the studied compounds adopt an extended conformation
along the main axis of the berberine molecule in order to maximize
the ion–molecule interaction.
The averaged complexation energies of lipid–berberine com-
plexes (E values of approx. −50kcalmol−1) are larger than in
the case of previously studied n-alkanes (approx. −10kcalmol−1,
[23]), and provide a consistent apolar environment to the berberine
molecule.
Fig. 7 shows that the positively charged N atom of berberine
interacts with the highly polarizable hydrocarbon chains. As previ-
ously mentioned, these chains protect the cation from other polar
decays pathways and, as a result of this interaction, knr decreases.
This protective effect gives an increase of the quantum yield.
Fig. 7 shows how the two hydrocarbon chains of these com-
pounds are arranged to maximize the interaction with berberine
nitrogen. In the case of cholesteryl oleate, this spatial arrange-
ment is particularly favourable because it allows the interaction
of berberine simultaneously with both hydrocarbon chains, pro-
tecting berberine cation from polar decays. Moreover, cholesteryl
oleate and esteriﬁed steryl glycoside have the highest values of
˛. They give the highest increases of emission per mol. These
reasons explain the comparative higher responses of cholesteryl
and steryl-derivatives with regard to those of other neutral
lipids.
The order in FDIC molar response of these compounds can be
justiﬁedas follows: the introductionof a longhydrocarbonchain (in
cholesteryl oleate and esteriﬁed steryl glycoside) induces a higher
molar response of both compoundswith regard to pure cholesterol.
In the case of the esteriﬁed compound, the increase in emission
due to the acyl group (palmitoyl) compensates the corresponding
decrease produced by its glycosyl unit.
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Fig. 7. Lowest energy conformations (see text) of the complexes between berberine and (A), esteriﬁed steryl glucoside; (B), steryl glycoside; (C), cholesteryl oleate, computed
using OPLC 2005 force ﬁeld-based MacroModel application. (Yellow: berberine cation; blue: N atom; red: O atoms; grey: C atoms; white: H atoms).
On the other hand, the glycosyl unit of steryl glycoside pro-
duces a decrease in its emission with regard to pure cholesterol.
In this case, the difference in two C atoms does not compensate the
decrease in emission produced by the sugar unit. Finally, the case
of cholesterol will be studied in detail in Section 4.4.
4.3. FDIC responses of sphingolipids
In the case of sphingolipids and other polar lipids containing
long hydrocarbon chains but also highly polar groups, we should
also take into account that speciﬁc donor–acceptor interactions
result in the well-known phenomenon of ﬂuorescence quench-
ing or in a decrease in emission. Sphingolipids do not show a net
quenching in the case of using berberine, but a decrease in ﬂuores-
cence intensity is obtained with regard to the emission produced
by neutral lipids. Likewise, as shown in Fig. 5, response of sphin-
golipids decrease according to the number of sugar units, giving
CTH (with three glycosyl units) gives a weak ﬂuorescent signal
under the reported conditions (200mgL−1 berberine).
Computational results are also compatible with the lower FDIC
responses for sphingolipids with regard to those of neutral lipids.
Sphingolipids were computed in a previous work [23] using a sim-
ilar computational procedure by means of the AMBER force ﬁeld.
The conclusion was that interaction takes place between the pos-
itively charged nitrogen atom of berberine and the polar hydroxy
groups in the ceramide moiety, which leads to an increase in knr
and therefore, a decrease in the quantumyield. However, due to the
high values of ˛ and the presence of long hydrocarbon chains the
resulting intensity is not a net quenching but a decrease of emission
with regard to neutral lipids.
4.4. The case of cholesterol
Apparently, the high FDIC response of cholesterol is not
completely justiﬁed by its physical and interaction properties.
Even though its relatively high ˛ could justify a sensitive ﬂu-
orescent signal, its FDIC response is substantially higher than
that corresponding to other compounds with similar values of
˛, for example, n-octacosane. One would expect even greater
FDIC response of n-octacosane since this compound is not able
to establish speciﬁc interactions with berberine, and there-
fore cannot produce an increase of knr (decrease of signal) in
this way. On the contrary, cholesterol molecule has a hydroxyl
group in its structure. One may think that hydroxyl, in its
interaction with berberine cation, could lead to an increase of
knr via a donor–acceptor interaction and, therefore, a decrease
of FDIC signal with regard to n-octacosane. The experimental
fact is that cholesterol has a greater response than octa-
cosane.
Explanation for this higher-than-expected response may be
the formation of cholesterol associated units, through hydrogen
bonding. Auto-association of cholesterol to form these units has
been reported in protic and non-protic solvents [32,33]. Table 4
shows different properties of linear and cyclic cholesterol dimers,
trimer, tetramers and hexamer, which were obtained by other
authors [33] using molecular modelling (MM+ and AM1 force
ﬁelds).
According to the data in Table 4, formation of cholesterol
oligomers is, in general, energetically favoured (negative energy
interaction).
Given the above, the FDIC response of cholesterol, higher than
expected, could be explained by the following reasons:
Table 4
Summary of properties of associated units of cholesterol calculated by Chiosa et al. [33] using MM+ and AM1 force ﬁelds.
Monomer Dimer Trimera Tetramera Hexamer
Polarizability (˛ in Å3) 47.56 95.34 141.73 188.76 282.19
Interaction energy (E in kcalmol−1) – −5.27 −23.16 −152.24 −19.28
a Linear oligomers.
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- whether associated units are formed, OH groups would be inter-
acting with each other, not with the ﬂuorophore (decrease in
knr);
- ˛ increases with the number of units, as shown in Table 4. Asso-
ciated cholesterols have high ˛ values and therefore must give
a stronger electrostatic interaction with berberine cation than
the corresponding “monomeric” cholesterol. This increase in ˛
would have the effect of protecting berberine from polar decays
(knr decrease).
This picture is coherent with a previous description of this
phenomenon and the previous results obtained [23,34]. As the
corresponding molecule and the ﬂuorophore are supposed to be
at a short distance, a bigger molecule may interact with several
molecules of the ﬂuorophore at the same time. In the end, we have
an approximately constant response per mol of monomer unit.
4.5. Advantages and limitations of FDIC
AlthoughFDICalsooccurs in liquidmedia, the rigid environment
provided by silica gel plate favours the direct interaction of the
analyte with the ﬂuorophore. It is to be remembered that elution
solvent is removed in TLC silica gel experiments. In the case of an
alkane andberberine cation, the stoechiometryof direct interaction
is 1:1 [23].
FDIC is not restricted to berberine or coralyne cations but varia-
tions in ﬂuorescent emission of a probe in the presence of other
molecules is a general phenomenon for ionic ﬂuorophores [26].
According to the model developed, it also seems general for all
types of analytes. It is particularly useful for detecting molecules
that do not absorb, or do it poorly, in UV–vis. Sensitivity for detect-
ing polar molecules is lower and, depending on the particular
ﬂuorophore–analyte system, they may be detected through ﬂuo-
rescent quenching.
FDIC can be used by pre- or post-impregnation in combination
with development techniques of separation (e.g., HPTLC/AMD) for
quantitative analysis of lipids andother compoundswith apartially
aliphatic structure.
Most of chemical derivatization procedures are usually applied
under ﬁxed conditions. In these cases, either the stoichiometry of
reaction is not well understood, or it is difﬁcult to modify reaction
conditions to obtain a response that is optimized for the detec-
tion of analyte. Likewise, heating is usually necessary to complete
the corresponding chemical reaction, e.g., complexation, oxidation,
thermal aromatization. However, FDIC is not a derivatization as
it does not involve any chemical reaction but merely weak, non-
covalent interactions between the ﬂuorophore and the analyte on
silica gel. Operationally, no heating is required but simply a pre or
postimpregnation of the plate, by dipping. Likewise, detection sen-
sitivity canbeeasilymodulatedby simply changing theﬂuorophore
concentration.
A mechanism of ﬂuorescence induction for FDIC has been pro-
posed, which reasonably explains the experimental data. Likewise,
computational calculations of ﬂuorophore–analyte geometries are
a useful tool to understand ﬂuorescent responses and to efﬁciently
design original analyte–ﬂuorophore detection systems based on
this technique, as well as to explain other indirect ﬂuorescence-
related phenomena previously reported in the literature.
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just after the substrate addition a maximum is observed only when
choline is the analyte. The ﬂuorescent intensity of this maximum
(Fmax) increases with the choline concentration. The area of the sig-
nal (A) is related to the analyte concentration and it can be use for
the determination of both, choline and betaine aldehyde.
Reaction parameters like enzyme concentration and pH were
optimized. Especially interesting was the pH effect. Figure 2 shows
the ﬂuorescence excitation spectra of FAD-ChOx for different pH
values. As can be seen, a shift of about 60 nm in the excita-
tion wavelength (from 450 nm to 400 nm) is observed when
the pH is modiﬁed from 6 to 9. Additional experimental
observations about this fact can be mentioned:
1. The ﬂuorescence lifetimes were measured. Similar values
were obtained working at pH 6 and pH 9 (t= 7.18 ns and
t= 7.57 ns respectively).
2. The ﬂuorescence wavelength does not change (520 nm in
both cases).
3. The absorption spectrum at 450 nm does not change.
However, a double effect is observed in the ﬁrst absorption max-
ima ( 360nm). A bathochromic shift (352 to 365nm) with a
peak broadening is observed when the pH changes from 10 to
8; and a narrowing of the peak and hypsochromic shift (365
to 361 nm) is produced when the pH decreases to pH 6.
All these observations may be associated to a protonation of
the FAD in the excited state.
In the optimal conditions found, 2 UI/mL ChOx and pH 9, the
linear response range obtained goes from 10-5 to 10-4M for both
analytes using the ﬂuorescent intensity of the ﬁrst peak for choline,
and the area of the signal for choline or betaine aldehyde.
Using the differences indicated in the ﬁgures, the simulta-
neous determination of both analytes is now being studied.
Some mixtures of choline and betaine aldehyde are evaluat-
ing and the same parameters are using for univariate calibra-
tion, the intensity (Fmax) for choline and the sum of the
individual areas (ΔA) for both analytes. The results seem to
be inconclusive; maybe a synergistic effect is produced
between two analytes.
In future studies a multivariate calibration will be applied for
simultaneous determination as well as a depth study about the
ﬂuorescence changes in the excited state with pH.
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Choline-containing compounds enzymatic determination
based on the ﬂavoenzymes ﬂuorescence and its applications
to real samples
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Choline oxidase (ChOx) shows intrinsic ﬂuorescence due to
both, aminoacids (in the UV region) and FAD (in the visible
region). In both cases the intensity1 changes during its
enzymatic reaction with choline (Cho). In this work this prop-
erty is applied to the analysis of two different biological
molecules: phospholipids containing Cho (phosphatidylcho-
line PC and sphingomyelin SM) and phosphorylcholine
(ChoP). PC and SM are the primary phospholipids in blood
and their levels are important in cardiovascular diseases diag-
nosis. On the other hand, the analysis of ChoP levels in sev-
eral kinds of food such as infant formula is interesting
because this compound is an essential nutrient with a vital
role in the central nervous system.
Figure 2. Variation in ﬂuorescence intensity over time in
ChoP – AP – ChOx reaction. [ChoP] = 8.010-6M, [AP] = 40 U/mL,
[ChOx] = 1.50 U/mL, pH 9 at FAD wavelengths (lexc.420 nm and
lem.530 nm).
Figure 1. One step PC – PLDSP – ChOx reaction. A) [PC]=3.010-5M,
B) [PC]=6.010-5 M, C) [PC] = 1.210-4 M; [PLDSP] = 80 U/mL,
[ChOx] = 3.2 U/mL, pH 8 at Trp wavelengths (lexc.286 nm and
lem.336 nm).
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Phospholipase D (PLD) enzymes were used for Cho releasing:
PLDs from two different sources, Streptomyces SP (PLDSP) and
Streptomyces Chromofuscus (PLDSC) have been studied. The ﬁrst
one is a speciﬁc lipase for PC. The second one is a non speciﬁc
enzyme able to catalyze both PC and SM hydrolysis. In the
optimized conditions, both enzymes show high Cho releasing rate
allowing phospholipids determination in a single step process
where PLD and ChOx act at the same time; the analytical signal is
provided by the UV intrinsic ChOx ﬂuorescence. Figure 1 shows
how the signal caused by higher concentrations of PC has an initial
zonewhere thehydrolysis rate is slowenough to notice Cho releasing.
For the PC determination, methods have been optimized using
both enzymes. Despite we found conditions which allow PC
speciﬁc reaction using PLDSC, we propose a methodology based
on the PLDSP due to its better analytical ﬁgures of merit; the
quantiﬁcation limit for PC is 310-5M. PLD speciﬁc-determination
of PC in human plasma is now being carried out.
Since PLDSP does not react with SM, a new methodology
for the simultaneous determination of SM and PC in human
plasma is being developed. It is based on the combined use of
both lipases.
The second part of this work is focused on the ChoP determi-
nation in infant formula samples. In the ChoP analysis, alkaline
phosphatase (AP) was used for Cho releasing:
Previously the optimal conditions, as AP and ChOx concentra-
tions, wavelengths and pH of the determination were studied.
In order to overcome the matrix effect, the method has been
designed using the FAD ﬂuorescence when a mixture of AP and
ChOx enzymes is added on a ChoP solution. During the reaction
between ChoP and AP, Cho is produced, which reacts with ChOx
producing the change in ﬂuorescence of FAD (Figure 2).
After the enzymatic mixture addition the initial ﬂuorescence (Io)
increases (Imax.) due to FAD containing ChOx. Later, FAD is reduced
to FADH2 and the ﬂuorescence decreases (Imin.). Finally, FADH2 reacts
with the environmental O2 so the intensity increases again until a
constant value (If) is reached. As in the choline determination
1, the
area on the reaction curve is used as the analytical parameter.
The response range is obeyed from 5.2010-7M to 1.0010-5M
ChoP. Since this method can also be used for choline determina-
tion1, both analytes determination (Cho and ChoP) in infant
formula samples is now being studied in treated milk.
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In a previous work our group has developed a ﬂuorometric
sensor for glucose using labeled glucose oxidase (GOx) immobi-
lized in ﬁlms (1). The methodology of the determination is based
on the alteration of the ﬂuorescence intensity of a labeling agent
(a ﬂuorescein derivative, FS) during the reaction of the enzyme
(GOx-FS) with the analyte. With the purpose of developing a
non-invasive implantable sensor for glucose monitorization,
chemically modiﬁed GOx (GOx-FS) was immobilized in polyacryl-
amide hydrogels (PAA-HG).
Enzyme immobilization was performed through the use of
acrylate-functionalized GOx-FS for the synthesis of the hydrogel
by radical copolymerization with acrylamide and bis-acrylamide.
This procedure allows the stability required for its use in
biological tissues. The concentrations of the monomers were
optimized in order to improve its physical properties, such as
viscosity and cohesion. %T and %C values are 2,5 and 5, respec-
tively, where %T refers to the percentage by weight (w/v) of total
monomer in solution and %C, the proportion of bis-acrylamide
as a percentage of total monomer.
A homemade ﬂow cell was used for the measurements. The
hydrogel was placed in a hollow of a stainless steel piece,
covered with a methacrylate window for providing optical
transparency. A dialysis membrane (MWCO= 300 kDa) sepa-
rates the solution ﬂow and the hydrogel to avoid its physical
degradation.
Figure 1 shows how the FS ﬂuorescence intensity changes when
solutions of different glucose concentrations are injected working
in continuous mode (until signal stabilization) at the optimal exper-
imental conditions (l excitation=470nm, l emission=530nm;
[GOx-FS] =500 UI/mL, pH=6, ﬂow rate=1mL/min). A representa-
tion of inverse values of the slope of the signal obtained vs. the
Figure 1. Variation of the ﬂuorescence intensity of GOx-FS PAA-HG
for (a) 5000mg/L, (b) 2000mg/L, (c) 1000mg/L of glucose.
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